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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
HCAbs  težkoverižna kamelidna protitelesa (ang. Heavy-chain camelid 
antibodies) 
VHH  variabilna domena težke verige na težkoverižnem kamelidnem 
protitelesu (tudi nanotelo) 
IDP    intrinzično neurejen protein (ang. intrinsically disordered protein) 
IDR  intrinzično neurejena regija proteina (ang. intrinsically disordered 
(protein) region) 
TA    nanašajoč se na TA modul – modul toksin:antitoksin 
LR Lifson-Roigov model prehoda vijačnica-naključni klobčič (ang. 
helix-coil) 
h  stanje peptidne enote, katere torzijski koti ležijo v delu 
konformacijskega prostora značilnega za strukturo α-vijačnico 
(ang. helix) 
c  stanje peptidne enote, katere torzijski koti NE ležijo v delu 
konformacijskega prostora značilnega za strukturo α-vijačnico 
(ang. coil) 
w  statistična utež (mikroskopska konstanta), ki pripada stanju ostanka 
v strukturi α-vijačnice 
v  statistična utež (mikroskopska konstanta), ki pripada stanju 
ostanka, katerega torzijski koti ustrezajo stanju h, vendar njegovi 
sosednji ostanki niso v stanju h 
α heličnost 
Δα sprememba heličnosti ob vezanju (Δα = αvezan – αnevezan) 
ASA    topilu dostopna površina (ang. solvent accessible area) 
ΔASA    topilu nedostopna površina, tudi ''zakopana'' površina 
CDR    ang. complementarity-determining region 
non-CDR  lastnost, ki ni posredovana z aminokislinskimi ostanki iz območja 
CDR 
RMSD   ang. root square mean deviation 
[Θ]  molarna eliptičnost normalizirana na število peptidnih vezi v 
peptidu 
ΔCp    sprememba toplotne kapacitete 
ΔH    sprememba entalpije 
ΔG    sprememba Gibbsove proste energije 
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ΔF    sprememba standardne termodinamske količine F 
T    absolutna temperatura 
wt   divji tip, nemutiran peptid 
XP   lastnost X, ki se nanaša na paratop 
XE   lastnost X, ki se nanaša na epitop 
 
Oznake aminokislinskih ostankov: 
Ala A alanin 
Arg R arginin 
Asn N asparagin 
Asp D aspartat 
Cys C cistein 
Glu E glutamat 
Gln Q glutamin 
Gly G glicin 
His H histidin 
Ile I isoleucin 
Leu L leucin 
Lys K lizin 
Met M metionin 
Phe F fenilalanin 
Pro P prolin 
Ser S serin 
Thr T treonin 
Trp W triptofan 
Tyr Y tirozin 
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Proteini in medproteinske interakcije so ključne za vrsto bioloških funkcij in procesov, 
zato ima njihov študij osrednjo vlogo pri razumevanju življenjskih procesov na 
molekularni ravni. Razumevanje strukturnih in termodinamskih osnov medproteinskih 
interakcij nam omogoča vpogled v naravno interakcij in odpira možnosti napovedovanja 
proteinskih interakcij na podlagi genomskih sekvenc.  
 
V magistrskem delu smo se posvetili interakcijam protitelo-antigen in antitoksin-toksin, 
kot reprezentativnima družinama kompleksov z interakcijami med dvema globularnima 
proteinoma oziroma med intrinzično neurejenim proteinom (IDP) in globularnim 
proteinom.  
 
V prvem delu smo skušali ovrednotiti značilnosti interakcij med nanotelesi (fragmenti 
kamelidnih protiteles) z antigeni [1]. Ugotovili smo, da nanotelesa prepoznajo bolj 
strukturirane, rigidne, evolucijsko ohranjene, konkavno ukrivljene površine proteina, ki 
se lahko nahajajo globlje v proteinski strukturi. Tak način vezanja pogosto spremljajo 
interakcije zunaj klasičnih prepoznavnih zank CDR (non-CDR kontakti), zato lahko taki 
kontakti pomembno vplivajo na termodinamiko in specifičnost interakcije. Primerjava z 
interakcijo klasičnih protiteles je pokazala, da imajo interakcije med nanotelesi in antigeni 
izrazito hidrofoben značaj, kar poleg ostalih ugotovitev kaže na to, da je interakcija bolj 
podobna splošnim interakcijam protein-protein. Ugotovitve strukturnih analiz smo 
povezali z dostopnimi termodinamskimi podatki ter skušali pojasniti, zakaj so opažene 
afinitete interakcije nanotelo:antigen izrazito visoke.  
 
Interakcijo intrinzično neurejenih proteinov (IDP) smo študiral s pomočjo vezanja 
intrinzično neurejenega fragmenta antitoksina HigA z globularnim toksinom HigB iz 
toksin-antitoksin modula HigAB. IDP ob vezavi na toksin zavzame strukturo α-vijačnice, 
kar otežuje termodinamsko interpretacijo, saj sta procesa vezanja in zvitja sklopljena. V 
magistrskem delu smo uspeli s kombinacijo spektroskopskih (CD spektroskopija) in 
termodinamskih (ITC) eksperimentalnih tehnik ter teorijskega opisa prehoda vijačnica-
naključni klobčič modelno povezati strukturno in termodinamsko informacijo. Slednje 
nam je omogočilo eksperimentalno razčlenitev standardnih termodinamskih prispevkov 
vezanja in zvitja. Z rezultati smo na molekularni ravni razložili gonilne sile interakcije 
med intrinzično neurejenim proteinom in globularnim partnerjem. Razvita metoda je 
splošna in omogoča razčlenitev termodinamskih prispevkov v primerih, ko se IDP ob 
vezanju zvije v α-vijačnico. 
 
Ključne besede: interakcije protein-protein, termodinamika, nanotelo, intrinzično 
neurejeni proteini  
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Title: Structural and energetic basis of interactions among globular and 
intrinsically disordered proteins 
 
Abstract:  
Proteins and protein-protein interactions (PPI) are the key mediators driving biological 
processes and functions. Understanding relation between structural and thermodynamic 
aspects of protein interactions gives us insight into the nature of interactions and paves 
the way for prediction of protein interactions from genomic data. The presented thesis 
focuses on antibody-antigen and toxin-antitoxin interactions, as two representative 
families of complexes with interactions between two globular proteins or between 
intrinsically disordered proteins (IDP) and its globular target.  
 
In the first part of the thesis we present a comprehensive structural characterization of 
nanobody (camelid antibody fragments)–antigen complexes [1]. We discovered that 
nanobodies bind to structured, rigid, concave and conserved protein surfaces on the 
structure of antigen. Very often the binding is accompanied by additional interactions 
mediated by residues outside the conventional CDR regions (“non-CDR” contacts). Such 
non-CDR contacts can therefore importantly influence the binding energetics and 
specificity. Comparison with the conventional antibody-antigen interactions revealed a 
pronounced hydrophobic character of the nanobody-antigen interactions, which in light 
of other identified properties suggests that nanobody-antigen are in many respects very 
similar to general PPI interactions. The observed structural characteristics explain how 
and why nanobodies exhibit relatively high interaction affinities as observed in the 
thermodynamic dataset of nanobody-antigen interactions.  
 
Interactions of intrinsically disordered proteins were studied on the model system from 
HigAB toxin:antitoxin module, where the intrinsically disordered fragment of the HigA 
antitoxin binds its globular target HigB toxin. Binding of IDP to globular target is coupled 
with folding of IDP into α-helical structure, which complicates the thermodynamic 
interpretation of the process. Herein, we present a novel experimental method that enables 
separation of standard thermodynamic properties into binding and folding contributions. 
The combination of spectroscopic (CD spectroscopy) and thermodynamic (ITC) methods 
with a theoretical description of helix-coil transition was used to integrate the structural 
and thermodynamic informations. The separation of folding and binding contributions 
explains the molecular forces that drive interactions where folding is coupled to binding. 
Presented method is general and may be applied to other systems where IDP folds to α-
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1.1 Proteini in medproteinske interakcije 
 
Proteini so ključna molekularna komponenta življenja, saj sodelujejo v praktično 
slehernem procesu v celici. Od signalizacijskih proteinov, ki skrbijo za odziv celic na 
zunanje dražljaje, proteinov imunskega sistema, ki prepoznajo in nevtralizirajo tujke ali 
pa toksine iz okolja, do strukturnih proteinov citoskeleta, ki dajejo celici obliko in trdno, 
a dinamično strukturo, pa vse do čisto pravih molekularnih strojev, ki izvajajo 
najzahtevnejše celične procese. Proteini so zgrajeni iz zaporedno nanizanih 
aminokislinskih ostankov, katerih zaporedje je zakodirano v obliki zaporedja 
nukleotidnih parov v molekuli DNA (genom). Potem ko se informacija prepiše iz 
molekule DNA v molekulo mRNA, se ta na ribosomu prevede v zaporedje nizajočih se 
aminokislinskih ostankov, ki gradijo polipeptidno verigo. Sintetizirana polipeptidna 
veriga po končani sintezi zavzame svojo nativno obliko, ki ji omogoči izvajanje funkcij 
v celici. 
 
Proteini v celici le redko delujejo samostojno, za opravljanje bioloških funkcij se 
večinoma povezujejo z drugimi proteini. Takšne interakcije med proteini so še posebej 
pomembne pri vzpostavitvi medceličnih signalizacijskih poteh, ali pa denimo pri tvorbi 
makromolekularnih kompleksov. Pri medsebojnem prepoznavanju proteinov je ključna 
specifičnost, ki jo zagotavlja ujemanje interakcijskih površin proteinov in specifične 
interakcije preko aminokislinskih ostankov na površinah proteinov. Nezmožnost tvorbe 
ustreznih interakcij s celičnimi partnerji, kar je pogosta posledica mutacij, ki vodijo do 
strukturnih sprememb proteina, često vodi v patološka stanja, ki jih povezujemo z 
razvojem številnih bolezni (1, 2). Razumevanje proteinskih interakcij tako na strukturni 
kot na termodinamski ravni predstavlja osnovno za razvoj in optimizacijo zdravilnih 






Leta 1993 so ob izvajanju laboratorijskih vaj na Vrije Universiteit Brussel (VUB) ob 
standardni biokemijski analizi protiteles iz krvnega seruma kamel do presenetljivega 
odkritja. Ob elektroforetski ločitvi izoliranih protiteles so namreč ugotovili, da se v 
serumu poleg klasičnih protiteles nahajajo še takšna z nižjo molsko maso. Ob številnih 
ponovitvah in dodatnih testiranjih so odkrili, da živali iz družine kamelidov (lat. 
Camelidae) poleg klasičnih protiteles vsebujejo še takšna, ki v svoji strukturi nimajo 
lahke verige, tako imenovana težkoverižna kamelidna protitelesa (ang. heavy-chain 
camelid antibodies – HCAbs). Protitelesa s podobno zgradbo (IgNAR) so kasneje našli 
tudi pri morskih psih (3). Nadaljnji študij je razkril nekatere posebnosti težkoverižnih 
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protiteles. Za razliko od klasičnih protiteles težkoverižna kamelidna protitelesa antigen 
prepoznajo zgolj preko ene variabilne domene, ki se nahaja na N-koncu težke verige. To 
domeno oziroma fragment težkoverižnega kamelidnega protitelesa, ki jo označimo s 
kratico VHH (VH domena iz HCAb), so kasneje raziskovalci uporabili kot samostojen 
vezavni element. Zaradi njenih majhnih dimenzij so takšno izolirano vezavno domeno 




Kljub svoji majhni velikosti (okoli 15 kDa), se nanotelesa lahko na antigene vežejo s 
podobnimi afinitetami kot klasična protitelesa, poleg tega pa jih odlikuje boljša topnost, 
kemična stabilnost in kar nekaj terapevtsko zanimivih lastnosti (4). Prav v terapevtske 
namene se razvija vedno več nanoteles, poleg tega pa so našla že številne aplikacije tudi 
na drugih področjih. V kristalografiji se nanotelesa denimo uporablja kot kristalizacijske 
šaperone. Med drugim so prav s pomočjo nanoteles  uspelo kristalizirati in določiti 
strukturo intrinzično neurejenega proteina (5), kinaze GAK ujete v aktivni obliki (6), ter 
številnih receptorjev GPCR v različnih konformacijah (7, 8). Zanimive aplikacije so 
nanotelesa našla tudi pri in vivo manipuliranju znotrajceličnih signalizacijskih poti. Z 
nanotelesi so tako denimo uspeli poseči med interakcije protein-protein (PPI) znotraj žive 
celice ali pa usmeriti izbrane celične proteine v razgradnjo (9–12). 
 





1.3 Intrinzično neurejeni proteini 
 
Intrinzično neurejeni proteini (ang. intrinsically disordered proteins – IDP) predstavljajo 
veliko in pomembno skupino proteinov, za katere je značilna velika strukturna 
fleksibilnost in dinamičnost. Za razliko od globularnih proteinov IDP-ji v nativnem stanju 
nimajo jasno definirane tridimenzionalne strukture. Njihov strukturni opis ustreza 
ansamblu več energijsko podobnih si konformacij (13, 14). Strukturna dinamičnost IDP-
jev se zato delno izmika klasični paradigmi povezave strukture in funkcije bioloških 
makromolekul. Klasični pogled je posledica razcveta strukturne biologije, ki je v svojih 
začetkih temeljila predvsem na razvoju tehnike določanja strukture bioloških 
makromolekul z uporabo rentgenske kristalografije. Ob številnih določitvah kristalnih 
struktur bioloških makromolekul, med katerimi so v začetku prevladovali strukturirani, 
globularni encimi, se je s časom krepilo prepričanje, da le jasno definirana 
tridimenzionalna struktura, natančna razporeditev aminokislinskih ostankov v prostoru, 
omogoča proteinu izvajanje točno določene biološke funkcije.  
 
Kasneje so raziskovalke in raziskovalci odkrili več proteinov (IDP) kot tudi segmentov 
proteinov (ang. intrinsically disordered region - IDR), ki nimajo jasne strukture, a vseeno 
opravljajo svojo funkcijo. Še več, izkazalo se je, da je za mnoge procese, ki jih uravnavajo 
IDP-ji ključna prav njihova strukturna fleksibilnost. Sledile so bioinformatske analize, ki 
so pokazale, da se IDP-ji od globularnih proteinov razlikujejo v aminokislinski sestavi, 
kar pomeni, da je nestrukturiranost proteinov zapisana že na ravni aminokislinskega 
zaporedja. Ta so namreč pri IDP-jih izrazito bolj bogata s polarnimi in nabitimi 
aminokislinskimi ostanki, manj pa je hidrofobnih aminokislinskih ostankov (15). Takšne 
bioinformatske študije in obilje podatkov zaporedij večjih genomskih odsekov pa tudi 
celotnih proteomov, so omogočili prve ocene deleža nestrukturiranih kodirajočih 
zaporedij na ravni celotnega proteoma. Takšne ocene kažejo, da kar 44% človeškega 
proteoma vsebuje segmente, ki so dolgi vsaj 30 aminokislinskih ostankov in ustrezajo 
opisu intrinzično neurejenih proteinov oziroma regij (16). Najdemo jih v vseh domenah 
življenja tako v proteomih kompleksnih evkariontov, kot tudi v primitivnejših 
prokariontih (17). 
 
Čeprav so intrinzično neurejeni proteini vseskozi prisotni in pomembno sodelujejo v 
številnih celičnih procesih, je do njihovega odkritja in študij prišlo precej pozno. Eden 
izmed glavnih razlogov za zakasnel razvoj področja je gotovo razmah strukturne biologije 
globularnih proteinov in razumevanje njihovega delovanja v smer klasične paradigme. 
Drugi pomemben razlog je povezan s težavno eksperimentalno strukturno karakterizacijo 
IDP-jev. Zaradi strukturne dinamičnosti se jih ne da študirati z rentgensko kristalografijo. 
Študije z jedrsko magnetno resonanco (NMR) spremlja velika disperzija signalov 
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(kemijski premiki), zato so za njihovo razločitev potrebni kompleksnejši eksperimenti, ki 
otežujejo interpretacijo rezultatov nespecialistom. Več uspeha so pri študijah strukture 
IDP-jev prinesle metode sipanja rentgenske svetlobe (SAXS), ki pa žal zahtevajo precej 
sofisticirano instrumentacijo in kompleksno modelsko analizo signalov (18, 19).  
 
 
1.4 Strukturne in termodinamske osnove interakcij med 
proteini 
 
Interakcije med proteini spremlja več termodinamsko pomembnih efektov: 1) specifične 
interakcije med aminokislinskimi ostanki vezavnih partnerjev, 2) zmanjšanje rotacijskih 
in translacijskih prostostnih stopenj (entropijski prispevki), 3) desolvatacija vezavnih 
površin in preureditev molekul topila, 4) morebitne konformacijske spremembe vezavnih 
partnerjev ob vezanju (konformacijski entropijski prispevek) (20, 21). Vsi ti efekti 
vplivajo na termodinamske lastnosti, ki skupaj določajo spontanost vezanja in tako 
podajajo osnovne gonilne sile vezanja. Poznavanje gonilnih sil pa je poleg poznavanja 
strukturnih značilnosti ključno za razumevanje mikroskopske slike molekularnih 
dogodkov in njihovo interpretacijo. 
 
Medsebojne interakcije večine globularnih proteinov dobro opišemo kot vezavo togih 
krogel (ang. rigid-body binding), za katero so značilne zanemarljive konformacijske 
spremembe udeleženih proteinov (22). Eden izmed prvih modelov prepoznavanja 
proteinov, ki ga je že konec 19. stoletja (torej pred poznavanjem sleherne strukture 
proteina!) postavil Emil Fisher, je bil tako imenovani model ''ključavnice in ključa'' (nem. 
Schlüssel-Schloss-Prinzip) (23). Model opisuje princip prepoznavanja molekul preko 
ujemanja oblik, ki jih v raztopinah celicah zavzamejo proteini. Za vezanje globularnih 
proteinov je res značilna visoka geometrijska komplementarnost interakcijskih površin 
(24). Seveda se je razumevanje strukturnih mehanizmov prepoznavanja proteinov od 
Fischerjevih časov, predvsem z razmahom strukturne biologije, poglobilo, zato danes 
interakcije opisujejo že boljši modeli, ki lahko upoštevajo tudi konformacijske 
spremembe in razlagajo kooperativnost vezanja (25, 26). Kljub temu pa osnovni model 
ključavnice in ključa še vedno zadovoljivo opiše interakcije med strukturiranimi 
globularnimi proteini. 
 
Pri intrinzično neurejenih proteinih za razliko od globularnih proteinov ob vezanju 
pogosto opazimo znatne strukturne spremembe. Nekatere lahko opišemo s prehodom iz 
neurejenega v urejeno stanje (ang. disorder-to-order transistion). Takšen prehod 
predstavlja tvorba urejene sekundarne strukture ob vezanju na tarčo (27, 28), kot je na 
primer tvorba α-vijačnice ob vezanju. Opažene velike spremembe v strukturi IDP 
spremljajo tudi velike spremembe v termodinamskih količinah, ki postanejo pomemben 
faktor pri termodinamskem opisu celotnega procesa. Navadno se proces vezanja in 
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strukturne spremembe IDP zgodita sočasno (sklopljena procesa) – posredno ju lahko 
razločimo z natančnim študijem kinetike (27, 29). 
 
Omenimo še, da IDP-ji ob vezanju ne zavzamejo vedno jasno definirane strukture. 
Raziskovalci in raziskovalke so namreč opazili številne primere, ko je intrinzično 
neurejeni del proteina udeležen v vezanje ohranil znatno mero nestrukturiranosti tudi v 
vezanem stanju. Takšne interakcije IDP-jev uvrščamo med tako imenovane neurejene 
komplekse (ang. ''fuzzy'' complexes) (30, 31). 
 
Interakcije antitoksin:toksin kot model za preučevanja interakcij intrinzično 
neurejenih proteinov 
 
Moduli toksin-antitoksin (TA) so majhni genetski elementi (operoni), ki jih najdemo v 
genomih prokariontov. V njih se nahaja tako zapis za toksin kot za pripadajoči antitoksin. 
Toksin lahko ob odsotnosti antitoksina ogrozi vitalne celične funkcije prokariontske 
celice kot so denimo, translacija, transkripcija, izgradnja celične stene, etc. Dosedanje 
študije kažejo na tri pomembnejše biološke funkcije, ki razlagajo obstoj TA modulov. 
Prva je post-segregacijska smrt celice (ang. post-segregational killing), ki zagotavlja 
preživetje le tistim celicam, ki uspešno prenesejo genetski element (plazmid) z zapisom 
za antitoksin (32). Druga pomembna biološka funkcija, ki se pripisuje TA modulom, je 
tako imenovana abortivna infekcija (ang. aborative infection). Ta omogoča aktivno 
obrambo bakterijskih populacij pred okužbami s strani bakteriofagov (33). Tretja 
pomembnejša funkcija je povezana z razvojem perzistence, ki omogoča celici preživetje 
v stresnih pogojih, ki jih lahko povzroči prisotnost antibiotika. Perzistenca predstavlja 
pomemben mehanizem razvoja tolerance na antibiotike (34). Študije TA modulov tako 
pomembno prispevajo tudi k razvoju novih, boljših antibiotikov. 
 
V magistrskem delu bomo preučevali interakcijo toksina in antitoksina iz TA modula 
HigAB iz Vibrio Chloerea. Interakcija je posebej zanimiva, saj antitoksin na svojem N-
koncu vsebuje intrinzično nestrukturiran del polipeptidne verige, ki se ob vezanju na 
toksin zvije v strukturo α-vijačnice (35). Del strukture kompleksa antitoksina in toksina, 
ki prikazuje zgolj N-končni del antitoksina vezanega na vezavno mesto na toksinu je 





Slika 2. Del kristalne strukture kompleksa HigAB (PDB 5JAA). V modrem je prikazan toksin HigB, v rdečem pa N-
končni del antitoksina HigA (HigA2-23), ki se ob vezanju na toksin zvije v α-vijačnico. 
 
1.5 Prehod vijačnica-naključni klobčič: Lifson-Roigov (LR) 
model 
 
Prehod polipeptidne verige iz stanja naključnega klobčiča v α-vijačnico lahko opišemo z 
različnimi statistično mehanskimi modeli, ki so jih zasnovali kmalu po postavitvi modela 
strukture α-vijačnice (36) (L. C. Pauling, l. 1951) in njeni eksperimentalni potrditvi s prvo 
kristalno strukturo proteina – mioglobina (Sir J. C. Kendrew, l. 1958) (37). 
 
Leta 1961 sta izraelska znanstvenika S. Lifson in A. Roig predstavila statistično mehanski 
model za opis prehoda polipeptidne verige iz konformacije naključnega klobčiča v stanje 
α-vijačnice (38). Model predpostavlja za vsako enoto polipeptida – ostanek (Cα) obdan s 
peptidnima enotama na obeh straneh - dve možni stanji glede na torzijska kota φ in ψ. 
Stanje h (ang. helix) pripišemo ostanku, katerega kota φ in ψ sta značilna za ostanke, ki 
gradijo α-vijačnico.  Stanje c (ang. coil) pa se pripiše preostalemu delu konformacijskega 
prostora (φ,ψ) in opisuje ostanek, ki je del naključnega klobčiča. Stanji h in c se 
razlikujeta v statistični uteži, ki je določena z integralom Boltzmannovega faktorja, čez 
ustrezni del faznega prostora (slika 3).  
Konfiguracijsko energijo sistema peptidnih ostankov opiše enačba 1.1. 
 
 ( ) =   
( )(φ  ,ψ  ) +    





   (1.1) 
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Prvi člen podaja   
( ) konfiguracijsko energijo, ki je odvisna zgolj od torzijskih kotov 
ostanka i. Člen   
( ) podaja konfiguracijsko energijo tvorbe α-vijačnice in je odvisen od 
konfiguracije treh zaporednih ostankov (6 torzijskih kotov), saj je minimalni pogoj za 
tvorbo vijačnice vzpostavitev treh zaporednih ostankov v konformaciji h (en zavoj).  
 
 
Slika 3. Shematski prikaz konformacijskega prostora (integracijsko območje) ostanka i, in prikaz stanj, ki jih v 
določenem delu prostora ta zavzame (c ali h). Povzeto po (38).  
Za opis treh različnih stanj, v katerih se določen ostanek nahaja, uvede Lifson-Roigov 
(LR) model različne statistične uteži. Stanju ostanka v stanju c pripada statistična tež u'. 
 




      č   (  ,  )
   (1.2) 
 
Ostanek, katerega torzijska kota (φ,ψ) ustrezata delu faznega prostora za stanje h, pripada 
utež v'. 




    č   (  ,  )
   (1.3) 
 
Ostanki, ki so del α-vijačnice, pa pripada utež w'. 





)           č   (  ,  )    (1.4) 
Zgoraj zapisane uteži v praksi normaliziramo tako, da pripišemo uteži u za ostanek v 
stanju klobčiča vrednost 1 (u' = 1). Normalizacija ostalih dveh uteži s faktorjem u' (v = 




naključnega klobčiča (c) v stanje α-vijačnice (h). Konstanto v imenujemo nukleacijska 
konstanta in je po svoji velikosti je precej manjša od 1, saj je prehod ostanka iz c v h 
entropijsko precej neugoden (39). Konstanta w, ki jo imenujemo tudi konstanta 
propagacije vijačnice, predstavlja mikroskopsko konstanto za prehod iz stanja c v h na že 
obstoječo vijačnico (najmanj 2 zaporedna ostanka v stanju h). Konstanto v navadno 
obravnavamo kot temperaturno neodvisno, saj jo povezujemo predvsem z zmanjšanjem 
konfiguracijske entropije ostanka ob prehodu v vijačnico. Za tvorbo nukleacijskega jedra 
α-vijačnice (prvega zavoj) se morajo torzijski koti treh zaporednih ostankov omejiti na 
tiste značilne za α-vijačnico (stanje hhh). Po LR modelu dvema izmed teh ostankov 
pripišemo konstanti v (dogovor: ostankoma na robovih vijačnice) enemu pa konstanto w 
– torej vwv. Vrednost v2 predstavlja tako imenovani nukleacijski parameter za tvorbo α-
vijačnice. Konstanta w odraža težnjo ostanka po tem, da je del α-vijačnice, in se v 
splošnem med različnimi aminokislinskimi ostanki razlikujejo zaradi različnih 
energijskih efektov (interakcij), ki so posledica razlik v kemijski naravi (strukturi) 
aminokislinskih ostankov (40–42). 
Uvedene statistične uteži oziroma mikroskopske konstante nam omogočajo zapis matrike, 
ki opisuje relacije med tremi zaporednimi ostanki polipeptidne verige (opazovani in dva 
sosednja). Takšna matrika torej nosi celotno informacijo (opis stanj po celotnem 
konfiguracijskem prostoru) za posamezen j-ti ostanek. 
 
S pomočjo matričnega zapisa lahko izrazimo statistično vsoto (konfiguracijski integral) 
kot produkt zaporednih matrik Mj, kjer vsaka matrika opiše pripadajoči ostanek v 
zaporedju. (enačba 1.5) Pravila za množenje matrik poskrbijo, da so v opisu statistične 
vsote vsebovana vsa možna stanja, konfiguracije peptida od popolno razvitega 
naključnega klobčiča (ccc…ccc) do popolno zvite α-vijačnice (hhh…hhh). 








    (1.6) 
Končna vektorja poskrbita, da ostanka na robovih peptida, četudi sta v stanju h, ne 
moremo opisati s statistično utežjo w. Dva ostanka na koncih po dogovoru nosita 
kvečjemu konstanto v (v2 – nukleacijski parameter v LR modelu). Zgoraj zapisana 
statistična vsota opisuje splošen primer za heteropolimer – vsak j-ti ostanek (matrika) ima 
svoje statistične uteži (wj, vj). Ker nas mnogokrat zanimajo povprečne lastnosti celotnega 
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peptida pri opisu eksperimentov večkrat uporabimo opis za homopolimer (enačba 1.7), ki 
vsem matrikam (ostankom) v statistični vsoti pripiše enaki konstanti w, v. 





    (1.7) 
Analitični zapis statistične vsote je koristen, saj lahko iz nje izračunamo (izrazimo) 
številne lastnosti peptida, ki nam omogočajo primerjavo napovedi teorije z 
eksperimentom. Ena izmed takšnih lastnosti je povprečna (ansambelska) heličnost 
peptida. Odvod naravnega logaritma statistične vsote po naravnem logaritmu konstante 
w, nam tako podaja povprečno število ostankov v α-vijačnici.  
<  h >  =
 ln 
 ln 
   (1.8) 
 
 
Izraz nam omogoča izračun heličnosti peptida (α) kot količnik povprečnega števila 




  R − 2
   (1.9) 
 






2. NAMEN DELA 
 
Cilj magistrskega dela je na izbranih modelnih sistemih strukturno in termodinamsko 
okarakterizirati interakcije kompleksov med dvema globularnima proteinoma in 
kompleksov med intrinzično neurejenimi proteini in globularnimi proteini. 
 
V prvem delu magistrskega dela želimo z uporabo bioinformatike opisati interakcijo med 
nanotelesi in antigeni. Študija bo prispevala k boljšemu razumevanju interakcije med 
globularnimi proteini, hkrati pa bo omogočila tudi primerjavo s sicer dobro preučeno 
interakcijo med klasičnimi protitelesi in antigeni.  
 
Hipoteze:  
- nanotelesa se lahko vežejo na epitope, ki se razlikujejo od epitopov klasičnih protiteles 
- nanotelesa prepoznavajo konkavne epitope  
- nanotelesa prepoznavajo strukturirane epitope  
- kemijska sestava epitopa se razlikuje od sestave celotne površine antigena  
- kemijska sestava paratopa se razlikuje od sestave celotne površine nanotelesa  
- pri prepoznavi antigena lahko sodelujejo poleg zank CDR tudi drugi strukturni elementi 
na nanotelesu  
- nanotelesa dosegajo podobne afinitete kot klasična protitelesa  
 
V drugem delu želimo strukturno in termodinamsko opisati interakcijo med intrinzično 
neurejenim fragmentom antitoksinom in globularno tarčo (toksin). Študija bo prispevala 
k razumevanju gonilnih sil sklopljenega zvitja in vezanja intrinzično neurejenih proteinov 
na globularne proteine.  
 
Hipoteze:  
- s kombinacijo eksperimentalnih tehnik (CD spektroskopije in izotermne titracijske 
kalorimetrije) in teorijskega opisa eksperimentalnih podatkov je možno ločiti standardne 
termodinamske parametre za vezanje in zvitje intrinzično neurejenih delov proteina, ki se 
ob vezanju zvijejo v α-vijačnico  
- zvitje IDP pri vezavi na tarčo je termodinamsko neugodno predvsem zaradi 
entropijskega prispevka  
- vezanje IDP na tarčo je ugodno in določa spontanost celotnega procesa pri standardnih 
pogojih  





3. MATERIALI IN METODE 
  
3.1. Bioinformatske metode 
 
3.1.1. Podatkovna baza kristalnih struktur kompleksov 
nanotelo:antigen 
 
Podatkovna baza kristalnih struktur zajema 105 kompleksov različnih nanoteles in 
antigenov v obliki tekstovnih datotek standardnega kristalografskega formata ''.pdb'' (43). 
Vsi modeli kristalnih struktur so bili pridobljeni iz prosto dostopne podatkovne knjižnice 
Protein Data Bank (PDB) v mesecu januarju leta 2018 (tabela 5 v poglavju 7. Priloge). 
Za uvrstitev podatkov v podatkovno zbirko so morali ti ustrezati zastavljenim 
kakovostnim kriterijem. V končno podatkovno zbirko kristalnih struktur so bile uvrščene 
le strukture kompleksov z resolucijo boljšo od 3Å. Iz te zbirke smo nato z uporabo 
računalniškega programa CD-HIT izbrali le tiste komplekse, pri katerih se je 
aminokislinsko zaporedje nanotelesa v kompleksu razlikovalo za več kot 10 % (< 90% 
identičnost zaporedji) od preostalih sekvenc v zbirki (44). Vse strukture so bile tudi 
''ročno'' pregledane, da v analizi ne bi upoštevali morebitnih kristalografskih artefaktov. 
 
3.1.2 Definicija parametrov za analizo kristalnih struktur 
Intermolekularni kontakt, epitop, paratop 
Aminokislinski ostanek udeležen v interakcijo z ostankom druge molekule v kompleksu 
mora izpolnjevati dva pogoja: 1) biti mora izpostavljen topilu na strukturi posamezne, 
proste molekule (antigen ali nanotelo) - topilu dostopna površina (ang. solvent accessible 
surface area- ASA) mota biti večja od 50 Å2; in 2) imeti mora vsaj en atom (izvzemajoč 
vodikov atom) na razdalji 5 Å ali manj od atoma drugega ostanka. Posamezen 
intermolekularni kontakt tako določa par ostankov, ki pripadata molekulam nanotelesa in 
antigena. Ostanki udeleženi v interakcije, ki pripadajo nanotelesu, določajo paratop, tisti 
z antigena pa epitop. 
 
Za merjenje razdalj med atomi v strukturi kompleksa in izpis seznama kontaktov med 
nanotelesom in antigenom v vseh strukturah kompleksov v zbirki je bil uporabljen modul 
''Bio.PDB'' iz programske zbirke Biopython (45), ki sem ga vključil v program, ki sem ga 




Določitev aminokislinskih zaporedij CDR v aminokislinskih zaporedjih nanoteles 
 
Za določitev regij CDR v nanotelesih je bila uporabljena standardna številska shema 
IMGT (46). Za avtomatsko poravnavo in oštevilčenje aminokislinskih zaporedij je bil 
uporabljen računalniški program ANARCI (47). Opazili smo, da veliko ostankov 
udeleženih v interakcijo leži povsem blizu meje, ki jo določa številska shema IMGT, zato 
smo mejo definicije regije CDR pri CDR 2 povečali za dva, pri CDR 3 pa za en 
aminokislinski ostanek v smeri proti C-koncu aminokislinskega zaporedja. Vsi ostanki 
udeleženi v interakcijo, ki ležijo zunaj meja, ki določajo regijo CDR, smo poimenovali 
kot ostanke non-CDR. Interakcije, ki jih ti ostanki tvorijo, smo poimenovali kot kontakte 
non-CDR (tudi interakcije non-CDR).  
 
Izračun površin dostopnih topilu (ASA), določitev sekundarnih struktur 
 
Površine dostopne topilu (ASA) so bile izračunane z računalniškim programom 
NACCESS s privzetimi nastavitvami in radijem sonde (toga kroglica), ki je znašal 1,4 Å 
(van der Waalsov radij molekule vode) (48). 
 
Sprememba topilu dostopne površine (ΔASA), imenovana tudi ''zakopana'' površina, je 
bila izračunana kot razlika celotne ASA kompleksa nanotelo:antigen in seštevka ASA za 
posamezni nevezani komponenti kompleksa (nanotelo in antigen) (enačba 3.1). 
 
∆    =    Nb:Ag− (   Nb +    Ag)   (3.1) 
 
Elementi sekundarnih struktur posameznih segmentov v proteinu so bili določeni s 
pomočjo modula ''Bio.PDB.DSSP'' (45), ki je bil vključen v lasten računalniški program 
napisan v programskem jeziku python. Vsakemu ostanku v strukturi je bil glede na 
sekundarno strukturo, v kateri se ta nahaja, pripisan eden izmed osmih enočrkovnih oznak 
DSSP (H, B, E, G, I, T, S, -) (49). Osem oznak lahko smiselno združimo tako, da pripisane 
kategorije opišejo tri znane elemente sekundarne strukture: vijačnica (G, H, I), ploskev 
(E, B) in klobčič (T, S, -). (slika 12) Antigeni se razlikujejo po vsebnosti različnih 
sekundarnih struktur, zato so bile vsebnosti sekundarnih struktur na epitopu 
normalizirane na vsebnosti teh istih sekundarnih struktur na celotni površini antigena. 
Povprečna vrednost količnikov (po vseh kompleksih) vsebnosti določene sekundarne 
strukture na epitopu in na celotni površini izraža preferenčno sestavo epitopa (glede 






Analiza kristalografskega faktorja B ter analiza evolucijske ohranjenosti 
 
V podatkovni zbirki PDB smo poiskali kristalne strukture antigenov v nevezani, prosti 
obliki. (tabela 5 v Prilogi) S to zbirko struktur v nevezani obliki in seznama 
aminokislinskih ostankov, ki so udeleženi v interakcije, smo lahko izračunali povprečni 
kristalografski temperaturni faktor (B-faktor) ostankov v epitopu ter jih nato primerjali s 
povprečnim B-faktorjem vseh površinskih aminokislinskih ostankov. S pregledom 
struktur smo se pred analizo prepričali, da aminokislinski ostanki, ki sestavljajo epitop, 
niso del kristalografskih kontaktov. 
 
Evolucijska ohranjenost aminokislinskih ostankov je bila izračunana z računalniškim 
orodjem ConSurf (50) po Bayesovi metodi (51). Vsakemu mestu v aminokislinskem 
zaporedju dotičnega antigena program poda oceno na podlagi variabilnosti 
aminokislinskih ostankov, ki to mesto zasedajo v poravnanem nizu aminokislinskih 
zaporedjih homolognih proteinov. Program izračuna ocene ohranjenosti za določeno 
mesto v aminokislinskem zaporedju, ki so normalizirane tako, da je povprečna ocena za 
vsa mesta v zaporedju enaka 0. Pozitivne ocene ( > 0) se pripišejo bolj variabilnim (manj 
ohranjenim) mestom v zaporedju, medtem ko negativne ocene ( < 0) opisujejo manj 
variabilna (bolj ohranjena) mesta v zaporedju. Pri analizi so bili upoštevani zgolj tisti 
antigeni, katerih izračuni evolucijske ohranjenosti so dovolj zanesljivi (najdenih dovolj 
homolognih zaporedij oziroma glede na privzete kakovostne kriterije programa ConSurf). 
Antigene smo glede na njihov izvor razdelili v dve skupini. Prvo skupino predstavljajo 
antigeni mikrobov in virusov, ki lahko delujejo patogeno (HIV-1 virus, virus Norwalk, 
Trypanosoma congolense, Helicobacter pylori, Escherichia coli, etc.). V drugo skupino 
so bili uvrščeni ostali antigeni, ki povečini izvirajo iz sesalskih organizmov (21 od 26). 
Analiza aminokislinske sestave vezavnih površin 
Glede na definiciji intermolekularnega kontakta in izpostavljenosti aminokislinskega 
ostanka topilu (ASAostanek > 50 Å) smo primerjali zastopanosti vseh 20 aminokislinskih 
ostankov na epitopu, paratopu z zastopanostjo na celotnih površinah antigenov oziroma 
nanoteles. Zastopanosti posameznih aminokislinskih ostankov smo opisali s tako 
imenovano frekvenco zastopanosti (krajše kar frekvenca). Frekvenca nekega (nanašajoč 
se na vrsto – npr. Ala, Val, Ile, etc.) aminokislinskega ostanka na epitopu (ali paratopu) 
smo izračunali kot količnik števila teh ostankov na epitopu (paratopu) in števila vseh 
aminokislinskih ostankov, ki gradijo epitop (paratop). Podobno smo definirali tudi 
frekvenco zastopanosti nekega aminokislinskega ostanka na površini proteina kot 
količnik med številom takšnih ostankov na površini proteina in številom vseh ostankov 
na površini proteina (antigen ali nanotelo). Preferenco (ang. propensity) za nek 
aminokislinski ostanek smo izračunali kot količnik  frekvenc zastopanosti tega ostanka 





Glede na kemijske lastnosti smo vseh dvajset aminokislinskih ostankov razvrstili v štiri 
skupine: polarni (Asn, Cys, Gln, Gly, Ser, Thr), hidrofobni (Ala, Ile, Leu, Met, Pro, Val), 
aromatski (Phe, Trp, Tyr) in nabiti aminokislinski ostanki (Arg, Asp, Glu, His, Lys). 
 
Geometrijska analiza stičnih površin in razvrščanje (ang. clustering) kontaktov non-
CDR 
 
Geometrijo epitopa smo najprej poskušali opisati z ravno ploskvijo v prostoru, ki se 
najbolje prilega atomom epitopa. Ploskev opisuje parametrična enačba z = ax + by + c, 
kjer so a, b in c prilagodljivi parametri, ki smo jih pridobili pri prileganju enačbe 
eksperimentalnim točkam (koordinate atomov epitopa – x,y,z) po metodi najmanjših 
kvadratov. Opazili smo, da v številnih primerih (kompleksih) atomi epitopa precej 
odstopajo od prilagojene ploskve (kriterija RMSD (ang. root-mean-square deviation) 
oziroma R2), zato smo površino, ki jo konstruirajo atomi epitopa poskušali opisati s 
parametrično enačbo eliptičnega paraboloida (z = ax2 + by2+ cxy + dx + ey + f; kjer so a, 
b, c, d, e in f prilagodljivi parametri). Slednji opis po večini bolje opiše koordinate atomov 
epitopa (manjša RMSD oziroma R2). Površine, kjer prileganje ukrivljene površine 
paraboloida ni ponudilo občutno boljšega opisa (R2 se glede na opis z ravno ploskvijo 
izboljša za manj kot 0,05) smo uvrstili med ravne površine epitopov. Površine ostalih 
epitopov smo glede na ukrivljenost razvrstili med konkavne in konveksne. Ukrivljenost 
prilagojene krivulje smo določili z izračunom razdalj med točkami na prilagojeni krivulji 
in geometrijskim središčem nanotelesa. Pri konkavnih površinah se površina krivulje 
približuje geometrijskemu centru nanotelesa, medtem ko se ta pri konveksnih oddaljuje.  
Velikost epitopa smo ocenili s pomočjo računskega prileganja zaključenega elipsoida, ki 
ga definirajo tri osi (a, b, c) in tako opišejo globino, širino in dolžino epitopa. (slika 13b) 
Pri iskanju najboljše prilegajočega se elipsoida je bil v program vključen Khachiyan-ov 
algoritem (52). 
 
Aminokislinski ostanki vseh nanoteles, ki tvorijo kontakte zunaj območja zank CDR – 
t.i. kontakti non-CDR, smo glede na oddaljenost od glavne verige (atoma Cα) 
referenčnega nanotelesa (PDB 1BZQ) pripisali pripadajočim ostankom na referenčnem 
protitelesu. Koordinate atomov Cα na referenčni strukturi, ki so bili izbrani pri prejšnjem 
koraku smo nato razvrstili v skupine z metodo voditeljev (ang. K-means), ustreznost 
števila razvrščenih skupin smo določili s pomočjo ''silhuetnega'' koeficienta (53). 
Silhuetni koeficient nam pove, kako dobro se točke razporedijo v skupine glede na 
nastavljeno število skupin. Glede na določeno število skupin se izračuna silhuetni 
koeficient, ki pove, kako dobro se točke razporedijo med izbrano število skupin. 
Najprimernejše število skupin smo izbrali z uporabo naslednjega iterativnega postopka. 
Ustvarili smo 50 pseudo podatkovnih setov, tako da smo iz izvornega podatkovnega seta 
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naključno odstranjevali po 10 % atomov kontaktnih non-CDR ostankov. Za vsak takšen 
pseudo podatkovni set smo izračunali povprečen silhuetni koeficient in ugotovili, da je ta 
najvišjo vrednost (najboljši opis eksperimentalnih točk) dosegel pri razporeditvi točk v 
štiri skupine. (slika S1 v prilogi članka Zavrtanik et. al. (54)) 
 
3.1.3 Statistično ovrednotenje rezultatov 
 
Za vse teste, kjer so bili surovi podatki predstavljeni s števnimi vrednostmi (npr. število 
aminokislinskih ostankov na epitopu – frekvenca zastopanosti), je bil uporabljen G-test 
(goodness-of-fit) (55, 56). S tem testom smo ovrednotili ali je določen aminokislinski 
ostanek signifikantno bolj zastopan na epitopu v primerjavi s celotno površino antigena. 
Za lastnosti, ki niso opisljive s števnimi vrednostmi (polarnost proteinske površine, 
povprečni B-faktor in evolucijska ohranjenost aminokislinskih ostankov), smo uporabili 
enostranski t-test. V statistično testiranje so bili vključeni zgolj tisti kompleksi, ki so 
nosilca preiskovane lastnosti (npr. število nekih aminokislinskih ostankov) vsebovali na 
obeh primerjanih površinah (npr. tako na epitop kot tudi na celotni površini antigena). 
Zaradi slednjega nimajo vsi statistični testi enako število prostostnih stopenj (df = 104). 
Na primer, v enem izmed testov smo primerjali zastopanost aminokislinskega ostanka Ile 
na paratopu s tisto na celotni površini nanotelesa. V test smo vključili zgolj tiste površine 
nanoteles, ki imajo vsaj en Ile na svoji celotni površini. 
 
Pri večkratnih primerjavah (npr. testi frekvenc zastopanosti vseh 20 aminokislinskih 
ostankov na proteinski površini) so bili rezultati testiranj – p-vrednosti popravljene s 
Holm-Bonferronijevo (HB) metodo, ki omogoča nadzor nad skupno ravnjo napake α v 
družini kontrastov (ang. FWER – family-wise error rate) (57). Statistično značilni 
rezultati so tisti, katerih popravljena (HB) verjetnost p < 0,05.  
V vseh primerih smo z metodo bootstrap testirali, ali so podatki normalno porazdeljeni. 
Pri vseh stolpčnih diagramih je poleg povprečne vrednosti označena tudi izračunana 
standardna napaka, ki predstavlja disperzijo povprečnih vrednosti ''bootstrap'' distribucij 
pri 1,96σ. Metodo bootstrap smo uporabili tako, da smo iz osnovnega podatkovnega seta, 
ki predstavlja vse elemente za opis določene preiskovane lastnosti, naključno izbirali (z 
možnostjo večkratne izbire) elemente in tako ustvarili 10000 novih podatkovnih setov 
enakih velikosti kot je izvorni podatkovni set. Povprečne vrednosti teh podatkovnih setov 
predstavljajo distribucijo (histogram), katerega disperzija pri 1,96σ predstavlja oceno 
napake. Primera analize z metodo bootstrap sta prikazana na slikah S2 in S3 v prilogi 
članka Zavrtanik et. al. (54). 
 
Za aminokislinski ostanek Cys nismo preverjali statistične značilnosti zastopanosti, saj 
so Cys ostanki v celotnem podatkovnem setu podatkov premalo zastopani (0 na paratopih 
in 3 na epitopih), kar je razvidno tudi iz slik 7 in 11. 
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3.2 Eksperimentalne metode 
 
3.2.1 Priprava vzorcev 
Pufri 
Vsi vzorci so bili pripravljeni v 20 mM fosfatnem pufru (10 mM NaH2PO4x2H2O, 10 
mM Na2HPO4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA) in umerjeni na pH 7,5. 
Viri biomolekul 
Peptidi so bili sintetizirani (FMOC na trdnem nosilcu) s strani proizvajalca ChinaPeptides 
Co.,Ltd., ki zagotavlja 96% čistost sintetiziranih peptidov. Peptide smo pred meritvami 
raztopili v sveže pripravljenem 20 mM fosfatnem pufru. 
 




Peptid HigA22-22 predstavlja fragment antitoksina HigA2 iz Vibrio cholerae, ki se ob 
vezanju na tarčo zvije v α-vijačnico. (slika 2) Fragmentu sta bila na C-koncu dodana 
ostanka –GW, kar omogoča spektrofotometrično (UV-VIS) določitev koncentracije 
peptida v raztopini glede na izmerjeno absorbanco pri 280 nm. Pred končnim 
triptofanskim ostankom se nahaja glicinski ostanek, kar zmanjša možen prispevek 
aromatskega ostanka pri meritvah eliptičnosti (CD). 
 
Konformacijsko omejeni peptidi 
 
Konformacijsko omejeni peptidi (ang. stapled peptides) so oblikovani tako, da sta bila na 
dveh mestih v aminokislinskem zaporedju naravno prisotna aminokislinska ostanka 
zamenjana s sintetičnima aminokislinskima ostankoma α-metil, α-alkenil na mestih, ki 
sta med seboj povezana z ogljikovodikovim ogrodjem. Sintetična ostanka sta med seboj 
razmejena s tremi ostanki (i, i+4), kar ravno ustreza enemu zavoju α-vijačnice (58). 
Ostanka sta preko ogljikovodikovega ogrodja kovalentno povezana in tako tvorita 
ciklično strukturo znotraj peptida. Povezani ostanki so bili izbrani tako, da ne ovirajo 
interakcije antitoksina s toksinom. Zamenjani ostanki se tako glede na referenčno 
kristalno strukturo divjega tipa (PDB 5JAA) nahajajo na mestih, ki ležijo na strani 







Uporabili smo dva konformacijsko omejena peptida: 
- A+S-HigA22-22 predstavlja peptid, ki sta mu bila zamenjana ostanka Ala 8 in Ser 12 
- V+Q-HigA22-22 predstavlja peptid, ki sta mu bila zamenjana ostanka Val 15 in Gln 19 
 
 wt-HigA22-22: NRDLFAELSSALVEAKQHSEGW 
   A+S-HigA22-22: NRDLFAELSSALVEAKQHSEGW 
   V+Q-HigA22-22: NRDLFAELSSALVEAKQHSEGW 
 
 
Slika 4. Prikaz aminokislinskih ostankov (črna), ki so bili zamenjani s sintetičnim kovalentnim povezovalcem, na 
strukturi  kompleksa HigAB. Z modro površino je prikazan globularni toksin HigB, z rdečo pa N-končni del antitoksina 
HigA. 
 
Opis peptidov z Gly zamenjavami 
 
Druga serija mutant antitoksina predstavljajo mutante, kjer so bili izbrani ostanki v 
sekvenci divjega tipa HigA22-22 zamenjani z aminokislinskim ostankom Gly. Zamenjani 
aminokislinski ostanki so tako kot pri konformacijsko omejenih peptidih bili izbrani tako, 
da niso v neposrednem kontaktu s toksinom glede na referenčno kristalno strukturo 









   2G: NRDLFGELSSALGEAKQHSEGW 
   4G: NRDLFGELSGALGEAKGHSEGW 
   6G: NRDLFGELGGALGEAKGHGEGW 
 
 
Slika 5. Prikaz aminokislinskih ostankov (črna), ki so bili zamnejani z Gly, na strukturi kompleksa HigAB. Z modro 
površino je prikazan globularni toksin HigB, z rdečo pa N-končni del antitoksina HigA. 
 
Toksin HigB je bil pripravljen rekombinantno v laboratorijih prof. Remy-ja Lorisa v 
Belgiji. 
 
Priprava vzorcev pred eksperimentom in določanje koncentracij 
 
Zamrznjene vzorce nekaterih peptidov in toksina smo pred meritvami odmrznili in 
dializirali proti 20 mM fosfatnemu pufru. Vzorce smo dializirali najprej 2h pri sobnih 
pogojih nato smo zamenjali pufer s svežim in dializirali nadaljnje 3 ure pri sobnih 
pogojih. V zadnjem ciklu dialize smo zopet zamenjali pufer s svežim fosfatnim pufrom 
in čašo z dializnimi membranami (vsebujoč vzorce) postavili v hladilnik čez noč. 
 
Pred meritvijo koncentracij smo založne raztopine peptidov oziroma toksina vselej 
izdatno centrifugirali 10 min pri 15000 obratih na minuto. Koncentracijo peptidov in 
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proteina smo določili z uporabo UV absorbcijske spektrometrije (UV-VIS 
spektrofotometer Cary BIO 100, proizvajalca Varian). Merili smo absorbanco 
biomolekule pri valovni dolžini 280 nm v kiveti s primerno dolgo optično potjo. Za 
določitev koncentracije peptidov smo nato uporabili ekstinkcijske koeficiente za razvito 
stanje polipeptidne verige (59). Peptidi so bili načrtovani tako, da na C-koncih 
vsebujejo dodano zaporedje –GlyTrp (-GW). Dodani Trp deluje kot kromofor in 
omogoča natančno spektrofotometrično določitev koncentracije peptida. 
 
Za določitev koncentracije globularnega toksina je bil uporabljen ekstinkcijski koeficient 
15.930 M-1cm-1, ki smo ga pridobili z uporabo orodja ProtParam (ExPASy) (60). 
 
3.2.2 Izotermna titracijska kalorimetrija (ITC) 
Izotermna titracijska kalorimetrija (ITC) je eksperimentalna metoda, ki nam omogoča 
določitev termodinamskih parametrov vezanja molekul v raztopinah. Metoda temelji na 
natančni meritvi toplote pri vezanju liganda, ki ga vbrizgavamo v merilno celico, ki 
vsebuje receptorsko molekulo, pri izotermnih pogojih. 
 
Naprava sestoji iz dveh celic (vzorčna in referenčna), ki jih obdaja adiabatni plašč, ki ga 
vzdržujemo pri stalni temperaturi (termostat). Temperatura plašča je navadno nastavljena 
kakšno stopinjo pod želeno temperaturo meritve, zato je potrebno celicama znotraj plašča 
stalno dovajati toploto. Toplota se posamezni celici dovede preko električnega grelca, ki 
je v stiku s celico. Celici znotraj plašča sta povezani z vezjem, ki skrbi da je temperaturna 
razlika med celicama enaka 0 K. Ko na primer temperatura zaradi nekega endotermnega 
procesa v vzorčni celici pade, se električno vezje odzove tako, da grelo dovede toploto 
vzorčni celici. Celici sta tako spet v termičnem ravnovesju (ΔT = 0 K). Surovi signal pri 
ITC meritvi predstavlja razliko v toplotnih tokovih med referenčno in vzorčno celico. 
 
Del vzorčne celice predstavlja injekcija, ki hkrati deluje tudi kot mešalo. Eksperiment 
poteka tako, da po nastavljenem časovnem programu titriramo manjše alikvote liganda v 
merilno celico. Ob vsakem dodatku se glede na toplotni efekt (endo- ali eksotermni), ki 
spremlja reakcijo liganda v injekciji ter receptorske molekule v celici, s pomočjo 
elektronskega vezja zazna in nato z dovajanjem toplote preko električnih grelcev izniči 
morebitno temperaturno razliko med celicama. 
 
Integral merjenega toplotnega signala (toplotni tok), ki pri pogojih stalne temperature in 
tlaka predstavlja kar spremembo entalpije (ΔH), je sorazmeren količini tvorjenega 
kompleksa ob dodatku liganda (
  
  
) in spremembi entalpije, ki je karakteristična za 







   (3.2) 
 
V obravnavanem modelnem sistemu vezanja HigA22-22 in mutant na toksin pričakujemo 
bimolekularno vezanje, to je vezanje molekule antitoksina na eno vezavno mesto na 



























   (3.3) 
 
ΔHv predstavlja spremembo entalpije pri vezanju, K predstavlja ravnotežno konstanto 
vezanja, [P]t predstavlja celotno koncentracijo toksina (receptor) v celici, r predstavlja 
molsko razmerje antitoksina in toksina. Meritve navadno predstavimo v obliki 
termograma, ki podaja odvisnost izmerjene spremembe entalpije ΔH (leva stran enačbe) 
za dano razmerje r, ki s številom dodatkov antitoskina v celico narašča. S prilagajanjem 
prostih parametrov ΔHv in K poskušamo eksperimentalne točke (ΔH, r) kar najbolje 
opisati z modelno funkcijo in tako določiti parametra ΔHv in K. 
 
Pred izvedbo ITC eksperimenta smo vzorce razplinjevali 10 min pri znižanem tlaku, da 
bi se izognili tvorbi plinskih mehurčkov med potekom meritve. Koncentracije toksina (v 
celici) so bile okoli 2 μM, koncentracije antitoksina in mutant (v injekciji) pa smo 
ustrezno prilagodili želeni končni stehiometriji. 
 
Obdelava ITC meritev 
Surove podatke ITC meritev smo integrirali z uporabo računalniškega programa NITPIC 
(61). Za modelni opis pridobljenih ITC krivulj smo uporabili računalniški program 
Sedphat (62), ki nam je omogočil globalni opis podatkov in določitev termodinamskih 
parametrov vezanja.  
 
3.2.2.1 Kompetitivni ITC 
Metoda ITC omogoča zanesljivo določitev vezavnih konstant K nekje do 109 M-1. 
Določitev K za visoko-afinitetne vezave je možna posredno, z uporabo kompetitivnega 
šibkega vezalca, ki lahko tekmuje za vezavo na vezavno mesto močnega vezalca (enaki 
vezavni mesti). Kompetitivni ITC eksperiment poteka tako, da tarčni protein najprej 
nasitimo s šibkim vezalcem, za katerega natančno poznamo parametre vezanja (K1, ΔH1). 
V drugem delu eksperimenta v raztopino kompleksa iz prve titracije (šibki vezalec + 
receptor) titriramo visoko-afinitetni ligand (močni vezalec), ki mu želimo določiti K za 
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opazovani proces vezanja. Dodani ligand bo v raztopini tekmoval za vezavo na receptor 
s šibkim vezalcem. Opažena konstanta vezanja nosi informacijo o pravi konstanti vezanja 
visoko-afinitetnega liganda (K2) preko katere lahko nato določimo tudi standardno 
Gibbsovo prosto energijo vezanja, ΔG = -RTlnK. 
 
Ob poznavanju termodinamskih parametrov vezanja šibkega vezalca in določene 
spremembe entalpije vezanja močnega vezalca, lahko torej s kompetitivnim 
eksperimentom natančno določimo ΔG za vezanje visokoafinitetnega (močnega) vezalca. 
Potreben pogoj za uspešno izvedbo kompetitivnega ITC je razlika v ΔH med šibkim in 
močnim vezalcem (ΔH2 ≠ ΔH1), saj bomo signal (toplotni efekt) lahko zaznali le takrat, 
kadar se liganda razlikujeta tudi v ΔH. 
 
 
3.2.3 Spektropolarimetrija (CD) 
 
Za optično aktivne (kiralne) snovi je značilno, da ne absorbirajo v enaki meri levo- in 
desno krožno polarizirane svetlobe. Če na takšno snov posvetimo z linearno polarizirano 
svetlobo, ki je vektorska vsota levo- in desno krožno polarizirane svetlobe enakih 
amplitud, bo svetloba po prehodu skozi vzorec vsebovala levo- in desno krožno 
polarizirano svetlobo različnih amplitud (intenzitet). Razlika v absorbanci levo- in 
desnosučne svetlobe predstavlja osnovo za pojav cirkularnega dikroizma (CD). 
 
∆  =  L −  D =  L   −  D   = ∆      (3.4) 
 
Iz razlik v količini absorbirane levo- in desnosučne svetlobe lahko izračunamo eliptičnost 
Θ, ki se tradicionalno uporablja kot merilo oz. CD signal pri študijah bioloških 
makromolekul. 
 
Θ = 32,98 ∆    (3.5) 
 
Eliptičnost, ki ponavadi predstavlja surovi signal pri CD spektroskopiji, pri opazovanju 
raztopin proteinov in peptidov pretvorimo v povprečno molarno eliptičnost 





   (3.6) 
 
,kjer θ predstavlja merjeno eliptičnost v enotah mdeg, c množinsko koncentracijo 





CD spektroskopija je še posebej prikladna za študij proteinov in peptidov, saj je 
eliptičnost opazovane biomolekule tesno povezana z njeno strukturo oziroma 
konformacijo v raztopini. Opazimo lahko, da glede na sekundarne strukture (α-vijačnica, 
β-ploskev, naključni klobčič), spektri zavzamejo karakteristično obliko. To nam 
omogoča, da z analizo CD spektra ocenimo delež posamezne sekundarne strukture v 
proteinu (slika 6).  
 
Slika 6. Prikaz karakterističnih CD spektrov (daljni UV) peptidov v različnih sekundarnih strukturah v vodnem okolju. 
α – α-vijačnica, β – β-ploskev, coil – naključni klobčič. Povzeto po Greenfield et.al. (63). 
 
Meritve smo izvajali na termostatiranem CD inštrumentu J-1500 (Jasco), ki omogoča 
sočasno merjenje do šestih vzorcev hkrati. Pred vsako meritvijo smo signal umerili glede 
na sveže pripravljeno referenčno 0,06% raztopino kafre (64). Od merjenih signalov smo 
odšteli tudi prispevke pufra in kivete, ki smo jih izmerili v slepem eksperimentu. Za 








3.2.3.1 Izračun heličnosti peptida na podlagi izmerjenih eliptičnosti [Θ] 
 
Za izračun heličnosti peptida (α) na podlagi izmerjene eliptičnosti pri valovni dolžini 222 




   [Θ]h–[Θ]c 
   (3.7) 
 
pri čemer smo za temperaturno odvisnost eliptičnosti popolne α-vijačnice ([Θ]h) in 
popolno razvitega stanja naključnega klobčiča ([Θ]c) uporabili zvezi 3.8 in 3.8 (t je 
temperatura v stopinjah Celzija- °C). Izpeljava in utemeljitev uporabljenih zvez je 
natančneje opisana v Rezultatih. 
 
[Θ]h = (− 40000− 90t)  1 −
2,5
 
    (3.8) 
 
[Θ]c = 2000− 45t   (3.9) 
  
3.2.4 Strukturna interpretacija termodinamskih količin – določitev 
ΔCp,v 
 
Za določitev prispevka ΔCp prispevka za vezanje smo uporabili empirično zvezo, ki 
omogoča določitev ΔCp preko poznane spremembe topilu dostopne površine ob vezanju 
(ΔASA). 
 
∆ p,v=   ∗  p +   ∗  np   (3.10) 
 
ΔAp in ΔAnp predstavljata velikost sprememb topilu dostopnih polarnih (p) oziroma 
nepolarnih (np) površin. a (-1,09 cal mol-1 K-1 Å-2) in b (+1,82 cal mol-1 K-1 Å-2) sta 
empirična parametra, ki sta bila določena v študiji Baker&Murphy, 1998 (65).  
 
Za izračun površin smo uporabili strukturi 5MJE (za prosti toksin) in 5JAA (za N-končni 
del zvitega HigA22-22 in kompleks). Velikost površin smo določili z računalniškim 






3.2.5 Prileganje modelne funkcije eksperimentalnim podatkom 
 
Eksperimentalnim podatkom smo prilegali modelne funkcije s pomočjo programskega 
paketa lmfit (66), ki je na voljo za programski jezik python. Kriterij za kakovost prileganja 
teoretične krivulje eksperimentalnim podatkom predstavlja vsota kvadratov odstopanj 
med eksperimentalnimi podatki in modelnimi vrednostmi – χ2.  
 
3.2.6 Analiza podatkov s pomočjo Lifson-Roigovega modela 
 
Za zapis statistične vsote, ki temelji na produktu matrik, in izpeljavo modelne funkcije 
(izpeljana v Rezultatih, poglavje 4.2.2.1) smo se poslužili simbolnega računanja, ki ga 





4. REZULTATI IN DISKUSIJA 
 
4.1 Strukturne in termodinamske osnove interakcije med 
nanotelesom in antigenom 
 
4.1.1 Strukturne osnove interakcije med nanotelesom in antigenom 
 
4.1.1.1 Število intermolekularnih interakcij 
 
Z začetnim iskanjem po zbirki PDB smo odkrili 217 različnih kompleksov nanoteles z 
antigeni. Da bi bila analiza čim kakovostnejša, smo izmed začetnega izbora izbrali zgolj 
tiste, ki imajo kristalografsko resolucijo boljšo od 3Å. Nadalje smo izločili tudi tiste 
komplekse, pri katerih je antigen predstavljal kratek peptid. Iz začetnega nabora smo 
odstranili tudi vse tiste komplekse, pri katerih se je določena vezavna površina že pojavila 
v podatkovni zbirki (ne-redundantna zbirka). V začetnem naboru smo tako denimo našli 
kar 22 kristalnih struktur nanoteles vezanih na lizocim. Opazili smo, da je edinstvenih 
vezavnih mest (epitopov) na lizocimu le 6, zato smo izmed 22 kristalnih struktur izbrali 
zgolj šest reprezentativnih – za vsako vezavno mesto ena. V takšnih primerih so bile kot 
reprezentativne izbrane strukture z najboljšo resolucijo. Z opisanim izbirnim postopkom 
smo pridobili podatkovno bazo s 105 kristalnimi strukturami nanoteles z antigeni. 
 
Nanotelesa v zbirki po večini izvirajo iz lame (Lama glama, 67 struktur), preostala pa iz 
enogrbe kamele (Camelus dromedarius, 22 struktur) ali vikunje (Vicugna pacos, 16 
struktur). Povprečna molska masa antigena znaša okoli 30 kDa. Najmanjši antigen v 
podatkovni zbirki je MyoA-vezavna domena (7 kDa, PDB 4GFT), največji pa je tirozil-
tRNA sintetaza (75,5 kDa, PDB 5USF). Proteinski kompleksi so v povprečju stabilizirani 
z 28 interakcijami, od katerih je približno ena tretjina vodikovih vezi (tabela 1). Število 
intermolekularnih interakcij je bistveno manjše od števila, ki so ga poročali pri analizi 
kompleksov klasičnih protiteles. V študiji Ramaraj et. al., ki uporablja enako definicijo 
intermolekularnega kontakta, so poročali o povprečju 67 interakcij na kompleks 
protitelesa z antigenom (68). Opazili smo tudi, da je v primerjavi s klasičnimi protitelesi 
manjša tudi sprememba površine dostopne topilu, ta za kompleks nanotelo:antigen v 
povprečju znaša 1500 Å2 (2000 Å2 za klasična protitelesa (68)) in je enakomerno 





Tabela 1. Splošne lastnosti podatkovne zbirke kompleksov nanoteles z antigeni. 
Lastnost Povprečje SD 
Število kompleksov 105   
Povprečna molska masa antigena 30 kDa  
Gibbsova prosta energija vezanja (ΔGb) [kcal mol-1] -11.2  1.8 
Zakopana površina (ΔASA) [Å2] -1510 370 
    Epitop -750 180 
    Paratop -760 190 
Število ostankov  25 9  
    Epitop 13 6 
    Paratop 12 4 
Število intermolekularnih kontaktov 28  9 
   CDR 1 4 4 
   CDR 2 5 4 
   CDR 3 15 6 
   non-CDR 5 5 
Število vodikovih vezi 9 5 
Dolžina zanke CDR Število ostankov SD 
CDR 1 7 (4-18) 1 
CDR 2 7 (5-17) 1 
CDR 3 15 (4-27) 5 
 
 
4.1.1.2 Paratop  
Protitelesa različne antigene prepoznajo in vežejo s posebnimi strukturnimi segmenti 
imenovanimi zanke CDR (ang. complementarity-determining region), ki se nahajajo v 
variabilnih domenah lahke in težke verige (VL in VH). V vsaki variabilni domeni najdemo 
tri takšne zanke (CDR 1, CDR 2, CDR 3). Zanke se razlikujejo po svoji dolžini, 
aminokislinskem zaporedju in strukturi, zato njihove meje znotraj aminokislinskega 
zaporedja variabilne domene določajo ohranjeni aminokislinski ostanki, ki se nahajajo 
zunaj območja zank CDR oziroma na tako imenovanem ogrodju (ang. framework). Glede 
na sekvenčne in strukturne podatke so raziskovalci in raziskovalke razvili več številskih 
shem, ki omogočajo standardizirano številčenje aminokislinskih ostankov v zaporedjih 
protiteles in določitev meja zank CDR. 
Ena izmed bolj uporabljenih je standardna številska shema IMGT, ki so jo razvili pod 
okriljem Mednarodnega imunogenetskega informacijskega sistema ( ang. IMGT®, The 
International ImMunoGeneTics Information System®). Na podlagi razmejitev, ki jih 
določa številska shema IMGT smo ugotovili, da so posamezne zanke CDR dolge v 
povprečju 7 (CDR 1 ter CDR 2) oziroma 15 aminokislinskih ostankov (CDR 3). Poleg 
največje dolžine je zanka CDR 3 po svoji dolžini tudi najbolj variabilna (tabela 1). Vsi 
aminokislinski ostanki znotraj zank ne vzpostavijo interakcij z antigenom, zato smo 
paratop raje definirali z ostanki, ki so v kristalnih strukturah v stiku z antigenom in tako 




Površina paratopa v povprečju znaša okoli 750 Å2 in obsega 12 aminokislinskih ostankov. 
Paratop je pretežno nepolaren, saj je delež nepolarne površine paratopa višji od deleža 
nepolarne površine celotnega nanotelesa (59 % na paratopu, 54 % na celotni površini; 
slika 7a, p < 10-6, t-test, t(104) = 5,32). Tudi analiza aminokislinske sestave površine 
paratopa in površine celotnega nanotelesa je pokazala na značilno hidrofoben značaj 
paratopa. Aminokislinske ostanke smo razdelili v štiri skupine (hidrofobni, nabiti, 
polarni, aromatski – natančneje opisano v Bioinformatskih metodah, poglavje 3.1). 
Ugotovili smo, da se na paratopu nahaja manjši delež polarnih in višji delež aromatskih 
aminokislinskih ostankov, kar daje paratopu značilno hidrofoben značaj [slika 7b, 
aromatski: p < 10-24, G(104) = 333,0; polarni p < 10-4, G(104) = 167,9; oba G-test]. 
Sestavo površin (paratop in celotna površina nanotelesa) smo primerjali tudi za vsak 
aminokislinski ostanek posebej in pri tem primerjali razmerja frekvenc zastopanosti na 
paratopu in na celotni površini nanotelesa (slika 7c). Razmerja frekvenc kažejo na 
preferenčno izbiro določenih aminokislinskih ostankov na paratopu. Vrednost preference 
nad 1 kaže na relativno obogatitev paratopa z dotičnim aminokislinskim ostankom. (slika 
7d, statistično značilne razlike so ponazorjene s krepkim tiskom). 
 
Tirozin je najpogostejši aminokislinski ostanek na paratopu (frekvenca = 0,12) in je tako 
kot preostala dva aminokislinska ostanka Phe, Trp zelo značilen za paratop [preferenca > 
2; p < 10-13, G(89) = 248,3]. Znano je, da se v aminokislinskem zaporedju nanoteles 
nahajajo tudi ohranjeni tirozinski ostanki (na mestih 28, 30 in 115, 117). V številnih 
kompleksih smo opazili, da so tudi tej ostanki udeleženi v interakcije z antigenom in jih 
glede na definicijo prištevamo k paratopu. Skupaj ti ostanki prispevajo 47 % k celotni 
frekvenci tirozina v paratopu. Opazili smo, da se glede vezavnih lastnosti ohranjeni 
tirozinski ostanki razlikujejo od tistih, ki jih najdemo v CDR zankah. Ohranjeni tirozinski 
ostanki v povprečju vzpostavijo interakcijo z enim aminokislinskim ostankom na 
antigenu, medtem ko je za druge tirozinske ostanke v paratopu značilno, da vzpostavijo 
več interakcij – v povprečju 4 na ostanek. Celokupni prispevek k interakcijam s strani 





Slika 7: Kemična sestava paratopa v primerjavi s celotno površino 
nanotelesa. a) Povprečni deleži nepolarne in polarne površine na 
paratopu (siva) in celotni površini nanotelesa (bela). b) Povprečni 
deleži ostankov po skupinah. c) Povprečni delež ostankov 
(posamezni aminokislinski ostanki). d) Aminokislinske
preference. Vrednosti nad 1 pomenijo obogatitev površine z 
dotičnim ostankom glede na celotno površino. S paličicami je 
označena disperzija (1,96σ) povprečne vrednosti določena z 
metodo bootstrap. Zvezdica (*) označuje statistično značilne 




Drugi najpogostejši aminokislinski ostanek na paratopu je Arg. Čeravno je Arg s 
številnimi interakcijami očitno pomemben za vezanje antigena, nismo opazili, da bi se 
frekvenca na paratopu bistveno razlikovala od tiste po celotni površini nanotelesa (slika 
7c, slika 7d). Poleg opisanih dveh smo razlike v frekvencah zastopanosti opazili še za 
aminokislinska ostanka Ile in Val, ki sta v večji meri prisotna na paratopu [preferenca > 
1,3; Ile: p < 10-4, G(59) = 123,3, Val: p < 0,04 G(83) = 123,0] ter za dva polarna ostanka 
Ser in Gln, ki sta na paratopu prisotna v manjši meri [preferenca < 0,5; Ser: p < 10-4, 
G(104) = 178,0, Gln: p < 10-13, G(104) = 241,1]. Opaziti je tudi rahlo, a statistično 
značilno obogatitev paratopa s His ostanki. Ostala odstopanja v frekvencah (paratop in 
celotna površina nanotelesa) se niso izkazala za statistično značilna. V prilogi članka 
(slika S2) Zavrtanik et. al. (54) je prikazana statistična analiza porazdeljenosti in 
razpršenosti podatkov z metodo bootstrap. 
 
Analiza kemijske zgradbe paratopa je pokazala na značilen hidrofoben značaj paratopa 




4.1.1.3  Interakcije z antigenom preko ostankov izven regij CDR (non-CDR) 
Po karakterizaciji kemične sestave paratopa, smo se usmerili k strukturni karakterizaciji 
interakcije. Kateri strukturni elementi nanotelesa so značilni za vezavo antigena? 
Pričakovano glavno vlogo pri vezanju na antigen prevzamejo zanke CDR. Zanimalo nas 
je, kako so kontakti porazdeljeni med tri zanke CDR.  
 
Poravnava aminokislinskih zaporedij z označenimi kontaktnimi ostanki je pokazala, da 
velik del kontaktov leži tik za mejo CDR regije, kot jo določa številčenje po številski 
shemi IMGT. (shematski prikaz na sliki 8) Glede na slednje opažanje smo se odločili, da 
definicijo CDR območja ustrezno razširimo in sicer za dva ostanka pri CDR 2 ter en 
ostanek pri CDR3 (v obeh primerih v smeri proti C-koncu aminokislinskega zaporedja 
nanotelesa). Največji del kontaktnih ostankov leži znotraj CDR 3 območja (več kot 
polovica), sledi CDR 2 (20 %) in CDR 1 (13 %). Kljub razširjeni definiciji CDR območji 
smo opazili, da še vedno kar 16 % vseh kontaktnih ostankov leži zunaj CDR območji (v 





Slika 8. Shematski prikaz kontaktnih ostankov na poravnanih, oštevilčenih zaporedjih nanoteles. Poravnana zaporedja 
so oštevilčena glede na številsko shemo IMGT. Glede na shemo so označena tudi CDR območja (rdeča barva). 
Definiciji območji CDR 2 in CDR 3 smo razširili za +1 oziroma +2 aminokislinska ostanka (opisano v Bioinformatksih 
metodah). Rumeni kvadrati označujejo ostanke v zaporedju nanotelesa, ki tvorijo kontakte z antigenom. Približen 
položaj štirih skupin kontaktov non-CDR je označen: NT (N-konec, rožnata), framework 2 (ogrodje 2, svetlo modra), 
C”D loop (zanka C”D, zelena) in DE loop (zanka DE, oranžna). 
Številni kontakti non-CDR kažejo na pomembno vlogo le-teh pri vezanju na antigen, zato 
smo jih še natančneje raziskali. Zanimalo nas je ali so ti kontakti non-CDR naključno 
razporejeni po površini nanotelesa, ali pa morda obstajajo značilna mesta na strukturi 
nanotelesa, preko katerih se vzpostavljajo take interakcije. Analiza razvrščanja atomov 
Cα kontaktnih ostankov non-CDR je pokazala, da ostanki niso razporejeni naključno, 
ampak jih lahko razvrstimo v štiri značilna strukturna območja na površini nanotelesa 





Slika 9: Kontakti non-CDR v kompleksih nanotelo:antigen. a) Deleži kontaktov po strukturnih segmentih nanotelesa: 
zanke CDR (CDR 1, CDR 2, CDR 3) in ogrodje nanotelesa (non-CDR). b) Lokacije ostankov, ki tvorijo kontakte non-
CDR, so prikazane (superpozicija) na referenčni strukturi nanotelesa (PDB 1BZQ). Ostanki non-CDR so porazdeljeni 
v štiri značilne skupine: N-konec (roza), ogrodje 2 (modra), zanka C’’D (zelena) in zanka DE (oranžna). Zanke CDR 
so prikazane z rdečo barvo. 
Prvo tako območje, ki v povprečju sodeluje v 20 % kontaktih non-CDR, leži na N-koncu 
nanotelesa pred ploskvijo A (poimenovanje strukturnih segmentov imunoglobulinskega 
zvitja glede na referenco (69)). Druga regija bogata s kontakti non-CDR se nahaja v širši 
okolici zanke, ki povezuje ploskev C ter ploskev C' – tako imenovano ogrodje 2 (ang. 
framework 2). Izmed vseh identificiranih regiji ta regija največkrat interagira z 
antigenom. Tretje območje z večjo gostoto kontaktov non-CDR najdemo na zanki, ki 
povezuje C'' in D ploskvi (C''D zanka, 20 % vseh kontaktov non-CDR). Pogosto kontakte 
opazimo tudi na zanki, ki povezuje D in E ploskvi (zanka DE), in jo nekateri imenujejo 
kar zanka CDR 4 (16 % vseh kontaktov non-CDR), zaradi bližine ostalih treh zank CDR. 
 
Preverili smo, kako se kontakti iz območji non-CDR razlikujejo od tistih iz območji CDR 
in ugotovili, da je prej odkriti aromatski značaj z majhnim deležem polarnih ostankov 
značilen za interakcije, ki jih nanotelesa vzpostavijo preko območij CDR (slika 10). 
Območja non-CDR kažejo na večji delež nabitih ostankov in, tako kot v območjih CDR, 
manjši delež polarnih nenabitih ostankov. Deleži aromatskih in hidrofobnih ostankov se 





Slika 10. Povprečni delež površine, ki ga zaseda posamezna skupina aminokislinskih ostankov na paratopu. Ostanki, 
ki izvirajo iz regiji CDR so prikazani kot temno sivi stolpci. Deleži ostankov zunaj območji CDR –ostanki non-CDR - 
so označeni s sivimi stolpci. Beli stolpci opisujejo deleže ostankov po celotni površini nanotelesa. S paličicami je 
označena disperzija (1,96σ) povprečne vrednosti določena z metodo bootstrap. Zvezdica (*) označuje statistično 
značilne rezultate (G-test, p < 0,05). 
 
Analiza strukturnih segmentov nanoteles udeleženih v interakcijo z antigeni je pokazala 
na pomemben prispevek segmentov zunaj območji, ki jih zamejujejo zanke CDR. Za ta 
območja so značilni predvsem kontakti preko nabitih aminokislinskih ostankov. 
Najpogosteje je v interakcijo z antigeni udeleženo območje C in C'' ploskev z vmesno 





4.1.1.4 Epitop  
V nadaljnji analizi smo se posvetili še vezavni površini na antigenu – epitopu. Za razliko 
od paratopov so epitopi bolj raznolike površine, ki jih težje razločimo od celotne površine 
antigenov. Velikost epitopa je podobna kot pri paratopu (750 Å2) in v povprečju obsega 
13 aminokislinskih ostankov (tabela 1). Glede na kemijsko sestavo epitop težko 
razločimo od celotne površine antigena (slika 11). Delež polarne in nepolarne površine je 
za ti površini v povprečju nerazločljivo podoben. Slednje velja tudi za polarne, hidrofobne 
ter nabite ostanke, ko površine analiziramo na ravni posameznih skupin aminokislinskih 
ostankov. Statistično značilno odstopanje lahko opazimo le pri aromatskih ostankih, ti se 
v večji meri nahajajo na epitopu [p < 0,001 G(104) = 165,5, G-test]. Analiza površin na 
ravni posameznih aminokislinskih ostankov, ni nakazala na statistično značilno 
odstopanje frekvenc pri kakšnem izmed ostankov, kljub temu pa lahko opazimo tendenco 
po večji prisotnosti Ile, Tyr ter Phe na epitopu (slika 11c, slika 11d). V prilogi članka 
Zavrtanik et.al. (54) je na sliki S4 prikazana statistična analiza porazdeljenosti in 
razpršenosti podatkov z metodo bootstrap. 
 
Statistična analiza površin epitopov je pokazala, da epitop glede na kemijsko sestavo res 







Slika 11: Kemična sestava epitopa v primerjavi s celotno površino 
antigena. a) Povprečni deleži nepolarne in polarne površine na 
epitopu (siva) in celotni površini antigena (bela). b) Povprečni 
deleži ostankov po skupinah. c) Povprečni delež ostankov 
(posamezni aminokislinski ostanki). d) Aminokislinske 
preference. Vrednosti nad 1 pomenijo obogatitev površine z 
dotičnim ostankom glede na celotno površino. S paličicami je 
označena disperzija (1,96σ) povprečne vrednosti določena z 
metodo bootstrap. Zvezdica (*) označuje statistično značilne 
rezultate (t-test na sliki a, ostali pa G-test). 
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V nadaljevanju smo analizirali še druge lastnosti epitopa – sekundarna struktura, 
fleksibilnost, evolucijska ohranjenost in geometrija epitopa. 
 
Opazili smo, da je za epitope, na katere se vežejo nanotelesa, značilen večji delež 
strukturiranih segmentov: α-vijačnica in še posebej β-ploskev [preferenca = 1,2; p < 10-
12, G(102) = 235,6; G-test]. Značilna je tudi manjša zastopanost manj strukturiranih kot 
so zanke, zavoji, povezovalni nestrukturirani elementi - klobčič (ang. coil) [preferenca = 
0,93; p < 10-18; G(104) = 290,4] (slika 12a). Opaženi trend po večjem deležu 
strukturiranih segmentov v epitopu, je ravno obraten kot tisti opažen pri epitopih, ki jih 
prepoznajo klasična protitelesa, saj se ta navadno vežejo na manj urejene strukture na 
površini antigena (70–72). V potrditev hipotezi, da se nanotelesa vežejo na bolj 
strukturirane, rigidne predele antigena, smo analizirali še povprečni B-faktor 
(temperaturni faktor) ostankov na površini in jih primerjali s tistimi na epitopu. Višji B-
faktor korelira z večjo fleksibilnostjo ostankov, medtem ko je nižji B-faktor značilnejši 
za strukturno bolj umirjena (manj fleksibilna) mesta v proteinski strukturi (73). Pripravili 
smo zbirko kristalnih struktur antigenov v prostem, nevezanem stanju (tabela 5 v 
Prilogah, poglavje 7) in izračunali povprečen B-faktor ostankov v epitopu (udeleženi v 
interakcijo z nanotelesom v strukturi kompleksa). Rezultati so pokazali, da je B-faktor 
ostankov v epitopu za okoli 10 % nižji od tistih po celotni površini antigena [slika 12b, p 
< 0,003; t(26) = 3,10; t-test]. Takšno opažanje kaže na manjšo fleksibilnost ostankov v 
epitopu, kar je najbrž povezano s prej odkrito preferenco po večji strukturiranosti epitopa 





Slika 12. Epitop se razlikuje od celotne površine antigena. a) Preferenca ostankov epitopa za določeno sekundarno 
strukturo (siva) glede na celotno površino antigena (bela, preferenca = 1). b) Povprečni B-faktor ostankov epitopa 
relativno na celotno površino antigena (preferenca = 1). Analizo smo izvedli na podzbirki struktur prostih, nevezanih 
antigenov, prikazani v tabeli 5 (Priloge, poglavje 7). c) Povprečna ocena evolucijske ohranjenosti ostankov epitopa 
(siva) in ostankov celotne površine antigena (bela). Analizo smo izvedli na podzbirki antigenov, za katere smo našli 
dovolj homolognih zaporedij za zanesljivo poravnavo in oceno ohranjenosti posameznih mest v poravnanem zaporedju. 
(tabela 5, Priloge, poglavje 7) Paličice na vseh slikah označujejo disperzijo (1,96σ) povprečnih vrednosti določenih z 
metodo bootstrap. Zvezdica (*) označuje statistično značilne rezultate (G-test za sekundarne strukture, t-test za analizo 




Raziskali smo tudi evolucijsko ohranjenost ostankov, ki gradijo epitope. V namen 
preiskave smo tokrat ustvarili podzbirko antigenov, za katere obstaja v podatkovnih 
zbirkah aminokislinskih zaporedij proteinov dovolj homolognih sekvenc za zanesljivo 
analizo. (tabela 5, Priloge, poglavje 7) Preiskava je pokazala, da so aminokislinski ostanki 
epitopa v povprečju bolj ohranjeni (manj variabilni) kot tisti po celotni površini proteina 
[slika 12c, p < 0,002 t(48) = 3,07]. Takšen trend je zopet ravno nasproten tistemu, ki ga 
opazimo pri epitopih, ki jih prepoznajo klasična protitelesa (70, 71, 74). Zanimivo je tudi 
opažanje, da je ocenjena razlika v ohranjenosti še posebej izrazita za antigene, ki izvirajo 
iz mikrobnih in virusnih organizmov [2-kratna razlika, p < 10-4 t(22) =4,73]. Omenjena 
razlika je tista, ki prevlada pri vseh analiziranih antigenih. Pri antigenih, ki ne izvirajo iz 
mikrobov in virusov (povečini sesalčji), namreč ne opazimo razlike v ohranjenosti med 
ostanki na epitopu in na celotni površini [23% razlika, p = 0,34 t(25) = 0,41]. 
 
Manjša velikost vezavne domene pri težkoverižnih kamelidnih protitelesih (HCAbs) bi 
lahko omogočila vezavo globljih, bolj konkavnih epitopov, ki so za vezavni par domen 
VH-VL pri klasičnih protitelesih nedosegljiva. Strukturna poravnava vseh kompleksov 
vključenih v študijo (glede na referenčno nanotelo – PDB 1BZQ) potrjuje opisano 
hipotezo (slika 13a). Opazimo lahko, da so nanotelesa precej ''zakopana'' v strukture 
antigenov, kar kaže tudi na konkavno ukrivljenost epitopa. Da bi bolje preučili geometrijo 
epitopa smo poskušali posamezne epitope razvrstiti glede na ukrivljenosti vezavnih 
površin. Najprej smo vse atome, ki gradijo posamezen epitop, poskušali opisati z ravno 
ploskvijo. Opazili smo, da takšen opis površine ustreza le redko, saj pri večini tako 
opisanih epitopov, zaznamo precejšnje sipanje atomov nad in pod prilagojeno ploskvijo 
(R2 = 0,6; <RMSD> = 3,6 Å). Ukrivljena ploskev bolje opiše površino, ki jo oblikujejo 
atomi epitopov (R2 = 0,73; <RMSD> = 3,0 Å). S prileganjem modelne, parametrične 
krivulje, ki opiše ukrivljeno ploskev, smo epitope glede na ukrivljenosti razvrstili v tri 
kategorije. Približno 20 % površin je ravnih, 50 % konkavnih in 30 % konveksnih. 
Površine smo poskušali opisati še tako, da smo atome epitopa poskušali zaobjeti v 
geometrijsko telo elipsoida, ki smo ga prilegali atomom epitopa. Elipsoid določajo trije 
karakteristični radiji (a, b, c). Najmanjši izmed teh radijev (a) predstavlja globino epitopa, 
medtem ko preostala b in c opišeta dolžino oziroma širino epitopa. Glede na prilagojene 
elipsoide smo lahko ocenili povprečno globino (6 Å), širino (12 Å) in dolžino epitopa (17 






Slika 13: Geometrijske lastnosti epitopa. a) Poravnava celotne podatkovne zbirke kompleksov glede na referenčno 
strukturo nanotelesa – PDB 1BZQ. b) Primer epitopa (PDB 5OVW) in najbolje prilagojenega elipsoida z osmi, ki 
predstavljajo globino (a), širino (b) in dolžino (c) epitopa. Povprečne vrednosti prilagojenih elipsoidov so zbrane v 
tabeli na sliki. 
4.1.1.5 Interakcije, ki stabilizirajo kompleks nanotelo-antigen 
 
Potem, ko smo analizirali lastnosti obeh vezavnih površin (paratop, epitop), so nas 
zanimale še lastnosti samih interakcij, ki se vzpostavijo na stiku obeh partnerskih molekul 
v kompleksu. Na sliki 14a so prikazane relativne frekvence interakcij med posameznimi 
skupinami ostankov (polarni, hidrofobni, aromatski, nabiti) na paratopu in epitopu. 
Vrednosti večje od 1 za posamezen par ostankov, kažejo na to, da je dotična interakcija 
bolj pogosta. Najpogostejše so interakcije med polarnimi, aromatskimi in nabitimi ostanki 
epitopa ter polarnimi in nabitimi ostanki paratopa. Izmed naštetih je največ interakcij med 
nabitimi ostanki paratopa in nabitimi ostanki epitopa. Opažene frekvence so seveda 
odvisne od zastopanosti posamezne skupine ostankov na površini proteina. Pogostost 
interakcij med nabitimi ostanki tako na primer odslikava dejstvo, da so ti ostanki precej 
prisotni tako na površini antigena kot na površini nanotelesa. Da bi pridobili natančnejši 
vpogled v specifičnost interakcij, smo opažene frekvence interakcij normalizirali (delili) 
s faktorjem, ki upošteva frekvence zastopanosti posameznih parov ostankov na površini 
nanotelesa in antigena. Tako smo definirali ''interakcijsko specifičnost'', ki odraža 
verjetnost za določeno interakcijo neodvisno od zastopanosti teh istih ostankov na 
površini nanotelesa in antigena. Najvišjo interakcijsko specifičnost opazimo med 
hidrofobnimi in aromatskimi ostanki, še posebej pa izstopa interakcija med aromatskimi 






Slika 14. Kemijska narava interakcije med epitopom (antigen) in paratopom (nanotelo). a) Frekvence interakcij 
(količnik celotnega  števila interakcij Xp-Xe in števila vseh interakcij) normalizirane na 1/16. b) Interakcijska 
specifičnost (frekvence interakcij normalizirane glede na relativno zastopanost Xp-Xe parov na površini proteinov). 
Osenčene celice označujejo najbolj pogoste, značilne interakcije med epitopom in paratopom. 
 
Pogostost posameznih interakcij lahko opazujemo tudi na ravni posameznih 
aminokislinskih ostankov, kar je prikazano na interakcijski matriki (slika 15). Opazili 
smo, da sta za kar 20% vseh interakcij odgovorna Arg in Tyr. Slednja sta najprisotnejša 
na paratopu, arginin pa poleg tega tudi na epitopu (slika 7,slika 11). Deset najpogostejših 
interakcij med aminokislinskimi ostanki nanotelesa in antigena je (padajoče): RE, RD, 
RY, YT, RS, YE, YN, RT, YQ in KD (slika 15). Prav ti ostanki so bili uporabljeni tudi 
za konstruiranje sintetičnih knjižnic (75–77). Tako kot za posamezne skupine 
aminokislinskih ostankov smo tudi za posamezne aminokislinske ostanke izrazili 
interakcijsko specifičnost. Po vrsti si sledijo pari: FL, WY, FF, LV, MR, II, YV, FI, RE 
in FA (celotna interakcijska matrika prikazana na sliki 16). Tudi na ravni posameznih 
aminokislinskih ostankov vidimo, da prednjačijo aromatski in hidrofobni ostanki, kar je 







Slika 15. Interakcijska matrika. Število interakcij med ostanki paratopa (levo) in epitopa (zgoraj). V zadnji vrstici, in 
zadnjem stolpcu so prikazane vsota interakcij za določen ostanek.  
 
Tirozinski aminokislinski ostanek zelo pogosto tvori interakcije, visoka pa je tudi njegova 
interakcijska specifičnost. Oboje kaže, da je Tyr ključen za vezavo na antigen. Dodatno 
smo preverili, ali je za katero izmed zank CDR značilna višja vsebnost Tyr. Upoštevajoč 
različne dolžine zank CDR, smo ugotovili, da so Tyr približno v enaki meri porazdeljeni 
med vse tri zanke CDR. Glede na slednje opažanje, smo zaključili, da nobena izmed CDR 
zank nima izrazitejših vezavnih lastnosti. Vezavne lastnosti zank CDR tako določa 






Slika 16. Interakcijska specifičnost interakcij med paratopom in epitopom. Prikazane so relativne preference interakcij, 
ki upoštevajo kemijsko (aminokislinsko) zgradbo paratopa in epitopa. V matriki so izpisane zgolj preference tistih 
interakcij, ki smo jih našli v vsaj 6 kompleksih (5 % celotne podatkovne zbirke). Osenčenih je 10 interakcij z najvišjo 
interakcijsko specifičnostjo. 
 
Večina kontaktov se vzpostavi med atomi stranskih skupin obeh partnerskih molekul v 
kompleksu (okoli 60 %, slika 17a). Interakcije med ostanki stranskih skupin in glavne 
verige nastopajo v podobni meri tako med epitopom in paratopom ter obratno (med 15 % 
in 20 %, slika 17a). Tudi za ta nivo interakciji (atom-atom) smo izrazili interakcijsko 
specifičnost, ki interakcije uravnoteži glede na prisotnosti posameznih skupin atomov na 
površini. Rezultati kažejo, da se interakcije raje vzpostavljajo preko atomov stranskih 





Slika 17. Interakcije preko glavne verige (“glavna”) in interakcije preko stranskih skupin (“stranske”). (a) Frekvence 
interakcij (količnik celotnega števila Xp-Xe interakcij in celotnega števila vseh interakcij) normalizirane s faktorjem 
1/4. Vrednosti nad 1 pomenijo, da so interakcije bolj pogoste. (b) Interakcijska specifičnost (frekvenca interakcij 





Rezultati opisane analize interakcij so pokazali, da se največ interakcij vzpostavi med 
polarnimi, aromatskimi in nabitimi ostanki nanotelesa in polarnimi ter nabitimi ostanki 
na antigenu. Po večini so za interakcijo odgovorni atomi stranskih skupin. Specifične 
interakcije se vzpostavijo preko hidrofobnih in aromatskih ostankov, pri čemer z najvišjo 
interakcijsko specifičnostjo izstopajo interakcije med aromatskimi ostanki iz obeh 
partnerskih molekul v kompleksu (aromatski-aromatski). 
 
4.1.2 Termodinamske osnove interakcije med nanotelesom in 
antigenom 
 
Termodinamske lastnosti protiteles so tesno povezane z njihovo strukturo in te s funkcijo. 
Povezava strukturnih informacij, ki smo jih pridobili v predstavljeni bioinformatski 
analizi kristalnih struktur, s termodinamskimi lastnostmi, nam tako lahko poda zanimiv 
vpogled v naravo interakcij globularnih proteinov in razloži zakaj se nanotelesa, kljub 
svoji manjši velikosti, vseeno z visoko afiniteto vežejo na antigene. Po drugi strani pa so 
takšne informacije tudi dragocene za razvoj novih učinkovin oziroma izboljšavo 
obstoječih. 
 
Termodinamske podatke za analizirane kristalne strukture smo, kjer so ti bili na voljo, 
pridobili iz literature (tabela 5). Povprečna afiniteta vezanja nanotelesa na antigen znaša 
0,2 x 109 M-1. Nanotelesa se na antigene, kljub temu da so manjša, vežejo s podobno 
afiniteto kot klasična protitelesa (nanomolarno območje). Ugotovitev je še posebej 
zanimiva, saj je strukturna analiza pokazala, da vezanje nanoteles na antigene v povprečju 
spremlja manjša sprememba v topilu dostopne površine (ΔASA) in manjše število 




Slika 18. Vezavne lastnosti nanoteles. Histogrami prikazujejo porazdelitev: a) števila intermolekularnih kontaktov 
(interakcij), b) spremembo topilu dostopne površine ob tvorbi kompleksa - ΔASA (''zakopana'' površina) in c) 
eksperimentalno določene spremembe Gibbsove proste energije za vezanje pri 25 °C (podzbirka 47 struktur naštetih v 
tabeli 5 v 7. poglavju (Priloge)). 
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V literaturi lahko najdemo več ocen o spremembah topilu dostopne površine ob vezanju 
klasičnih protiteles, ampak v večini primerov te ocene presegajo vrednosti, ki smo jih 
določili za interakcijo nanoteles z antigeni. Ocene topilu dostopne površine so sicer 
odvisne tudi od uporabljenih algoritmov in kvalitete strukturnih podatkov (resolucija). 
Previdno je potrebno obravnavati tudi podatke o številu interakcijah, saj ti v veliki meri 
zavisijo od izbrane definicije interakcije. V naši študiji smo za interakcijo 
(intermolekularni kontakt) uporabili enako definicijo kot v študiji Ramaraj et.al. (68), ki 
se je osredotočila na analizo kristalnih struktur med klasičnimi protitelesi in antigeni. V 
omenjeni študiji so ugotovili, da se v povprečju med protitelesom in antigenom vzpostavi 
67 interakcij. 
 
Primerljiva afiniteta in manjše število interakcij kažejo na to, da so interakcije, ki jih 
vzpostavijo nanotelesa termodinamsko ugodnejše. Ena izmed razlag, ki bi lahko razložila 
tako opažanje, je povezana s predstavljenimi strukturnimi razlikami v epitopih, na katere 
se vežejo nanotelesa in klasična protitelesa. Pokazali smo namreč, da se nanotelesa raje 
vežejo na strukturno bolj urejene segmente (β-ploskev, α-vijačnice). Vezava na takšne 
segmente je morda termodinamsko bolj ugodna zaradi manjšega neugodnega 
entropijskega prispevka, ki je posledica omejitve konformacijske svobode vezanih 
ostankov. Dodatno razlago termodinamske ugodnosti interakcij nam ponudi tudi 
primerjava vezavnih površin. Študije so namreč pokazale, da je vezavna površina 
klasičnih protiteles razbrazdana, zanjo pa je značilna tudi nižja komplementarnost (24, 
78). Interakcijske površine nanoteles so v nasprotju s klasičnimi visoko komplementarne 
(79, 80). Vezava na razbrazdane, nizko komplementarne površine pri klasičnih 
protitelesih omogoča, da se med interakcijskimi površinami kompleksa ujamejo molekule 
topila-vode. V nedavni študiji so tako denimo z obsežno bioinformatsko analizo kristalnih 
struktur potrdili obstoj ujetih molekul vod med interakcijskima površinama protitelesa in 
antigena v več kot polovici analiziranih kristalnih struktur (81). Takšne molekule vode 
lahko sicer posredujejo in sodelujejo v interakcijah med ostanki, po drugi strani pa imajo 
te molekule najbrž destabilizirajoč učinek, saj je njihova fiksacija (umestitev) entropijsko 
neugodna. Nasprotno je sprostitev ''ujetih'' molekul vode v okoliško topilo entropijsko 
ugoden proces (82, 83). V strukturni analizi smo pokazali tudi opaznejši hidrofobni 
karakter paratopov nanoteles. Desolvatacija hidrofobnega paratopa ob vezanju je 
termodinamsko ugodna zaradi ugodnih entropijskih efektov (hidrofobni efekt). Visoko 
afiniteto nanoteles lahko razložimo tudi z razlikami v kemijski sestavi vezavnih površin. 
Primerjava s študijo Ramaraj et. al. (68) nam razkriva, da v povprečju klasična protitelesa 
vzpostavijo manj interakcij preko hidrofobnih in nabitih ostankov ter več interakcij preko 
aromatskih ostankov. Opažanje, da klasična protitelesa vzpostavijo manj interakcij 
posredovanih s strani hidrofobnih ostankov so potrdile tudi druge podobne študije (72, 
84). Nadaljnja primerjava interakcij kaže na to, da klasična protitelesa v povprečju 
vzpostavijo manj interakcij preko nabitih ostankov in več interakcij tipa aromtskiP-
polarniE in aromatskiP-nabitiE (indeksa: P-paratop, E-epitop). Aromatski ostanki na 
paratopu klasičnega protitelesa vzpostavljajo kontakte z ostanki iz vseh skupin 
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aminokislin in so tako ''nediskriminativni''. Pri nanotelesih nasprotno, opazimo, da izstopa 
predvsem interakcija aromatskiP-aromatskiE (slika 14), kar kaže na to, da so aromatski 




DISKUSIJA – interakcija nanotelo:antigen 
 
Študija, ki je predstavljena v magistrskem delu (54), nam med drugim ponuja priložnost, 
da interakcijo med nanotelesi in antigeni primerjamo z drugimi interakcijami kot so npr. 
interakcija med klasičnimi protitelesi in antigeni ali pa s splošnimi interakcijami protein-
protein. Še posebej zanimiva je primerjava s klasičnimi protitelesi. Podobne študije 
opravljene na klasičnih protitelesih za osnovo ponavadi jemljejo kristalne strukture, ki jih 
sestavljajo vezavni fragmenti klasičnega IgG protitelesa – Fab –  ali pa inženirsko 
povezani variabilni domeni lahke in težke verige – Fv. Obe izvedenki klasičnega 
protitelesa (Fab in Fv) predstavljajo monovalentno enoto in so tako primerljivi z 
nanotelesi. Vezavne lastnosti klasičnih protiteles in nanoteles smo zbrali in prikazali v 
razpredelnici (tabela 2). 
 
Najočitnejša razlika med klasičnimi protitelesi in nanotelesi je ta, da prva za vezanje na 
antigen lahko uporabijo šest zank CDR (iz vsake izmed variabilne enote (VH, VL) po tri), 
medtem ko nanotelo razpolaga zgolj s tremi zankami CDR. V skladu s predhodnimi smo 
tudi v naši študiji potrdili, da je zanka CDR 3 v nanotelesih v povprečju daljša za tri 
aminokislinske ostanke (85–87). Čeprav v naši študiji nismo preučevali konformacije 
zank CDR, že opravljene študije kažejo na večjo strukturno raznolikost le-teh pri 
nanotelesih. Nekatere izmed teh tudi ne moremo umestiti med poznane kanonične 
strukture (86, 88). Paratopi nanoteles so v nekaterih vidikih podobni tistim iz klasičnih 
protiteles. Tako pri nanotelesih kot pri klasičnih protitelesih lahko denimo zapazimo 
večjo prisotnost aromatskih ostankov in histidina (68, 72, 81, 84, 89, 90). Kot značilnost 
opazimo pri obeh paratopih tudi manjšo prisotnost polarnih ne-nabitih ostankov Ser in 
Gln (72, 89). Za razliko od klasičnih protiteles, pa vsebuje paratop nanoteles občutno višji 
delež nepolarne površine glede na celotno površino nanotelesa, še posebej pa po svoji 
zastopanosti izstopata v paratopu nanotelesa hidrofobna Ile in Val, ki ju v paratopih 
klasičnih protiteles najdemo redko (68, 70, 89). Tako razliko bi morda lahko razložili  z 
opaženim zaporedjem zamenjav aminokislinskih ostankov v procesu zorjenja afinitete 
(ang. affinity maturation) pri težkoverižnih kamelidnih protitelesih (91). Ugotovili so 
namreč, da se med zorjenjem afinitete na mestu bodočega paratopa polarni aminokislinski 
ostanki zamenjajo s hidrofobnimi, kar se odraža na občutnem porastu deleža nepolarne 
površine. Pri primerjavi frekvenc zastopanosti posameznih skupin aminokislinskih 
ostankov na površini paratopa iz nanoteles in klasičnih protiteles (68) smo ugotovili, da 
vsebujejo paratopi nanoteles več polarnih, nabitih in hidrofobnih ostnakov, medtem ko 
vsebujejo paratopi klasičnih protiteles več aromatskih ostankov (tabela 2). Glede na 
kemijsko sestavo so si paratopi nanoteles in klasičnih protiteles podobni po višjem deležu 
aromatskih ostankov. Značilna karakteristika nanotelesa je torej višja vsebnost 
hidrofobnih aminokislinskih ostankov, kar pa spominja na značilne vezavne površine 
globularnih proteinov. 
 
Posebno pozornost smo v bioinformatski študiji posvetili tudi tako imenovanim 
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interakcijam non-CDR. Prvič so bile takšne interakcije opažene v primeru nanotelesa 
proti α-amilazi iz prašičje trebušne slinavke (92). Avtorji študije so vpletenost ostankov 
non-CDR razložili kot kompenzacijski efekt, ki pripomore k povečanju interakcijske 
površine, ki bi brez teh dodatnih kontaktov bila morda premajhna za obstoj stabilne 
interakcije. Študije interakcij klasičnih protiteles z antigeni se le v majhni meri posvečajo 
interakcijam, ki jih protitelesa vzpostavljajo zunaj območji CDR, morda tudi zato, ker je 
teh interakcij pri klasičnih protitelesih malo. V neki študiji so tako ocenili, da je takšnih 
interakcij okoli 10 % (70), ta odstotek bi morda bil še manjši, če bi nekoliko razširili 
definicijsko območje CDR  Opazili smo namreč, da kar nekaj kontaktnih ostankov leži 
tik za mejo območja CDR. V našem primeru analize nanoteles smo tako opazili, da potem, 
ko smo uporabili nekoliko razširjeno definicijo območji CDR, odstotek interakcij non-
CDR pade iz 21 % na 16 % vseh interakcij. Interakcije non-CDR smo opazili v kar treh 
četrtinah vseh struktur v zbirki. Ostanki, ki sodelujejo v interakcijah non-CDR na površini 
nanotelesa, povečini spadajo med nabite aminokislinske ostanke. Strukturna 
karakterizacija kontaktnih ostankov non-CDR je pokazala, da ti niso naključno 
porazdeljeni po površini nanotelesa, ampak jih lahko razvrstimo v štiri značilna območja 
(N-konec, ogrodje 2, zanka C''D in zanka DE), izmed katerih jih največ izvira iz območja 
ogrodja 2. Na sliki 19 lahko vidimo štiri reprezentativne strukture (za vsako izmed 






Slika 19. Reprezentativne strtukture z visokim deležem kontaktov non-CDR iz štirih značilnih območij.  
a) Interakcije non-CDR posredovane z ostanki N-konca nanotelesa. Struktura prikazuje nanotelo vezano na BabA iz 
H. pylori (PDB 5F7L, (93)). Poleg interakcij preko CDR 1 in dolge CDR 3, N-končna ostanka nanotelesa Gln 1 in Val 
2 vzpostavita pri vezanju na antigen omrežje vodikovih vezi preko atomov glavne in stranskih skupin. b) Interakcije 
non-CDR, ki vključujejo ostanke iz območja ogrodja 2 so prikazane na strukturi HigB2-Nb kompleksa (PDB 5MJE, 
(35)). Ostanki iz ogrodja 2 vzpostavijo z antigenom pretežno hidrofobne interakcije preko ostankov Phe 39, Pro 43, 
Leu 49 (označeni z modro). Poleg interakcij preko območji ogrodja 2 in CDR 3, nanotelo na prikazani strukturi 
vzpostavi še veliko interakcijsko površino okoli N-končne α-vijačnice HigB2, pri čemer je vključenih veliko non-CDR 
ostankov. c) Interakcije non-CDR, ki vključujejo zanko C''D na nanotelesu (ogrodje 3) (PDB 5C1M,(94)). Struktura μ-
opioidnega receptorja prikazuje nanotelo, ki se veže globoko v vezavni žep receptorja, ki ga sestavljajo pretežno α-
vijačnice. Ostanka Thr 69 in Ser 71 iz zanke C''D (prikazano z zeleno) vzpostavita dve vodikovi vezi s karbonilnima 
skupinama Leu 176 in Pro 172 na mu-opioidnem receptrorju. V primeru vezave nanotelesa v takšen globok žep 
receptorja so lahko kontakti non-CDR neizogibni. d) Interakcije non-CDR preko zanke CDR 4 (zanka DE) nanotelesa 
prikazani na strukturi kompleksa nanotelesa vezanega na tirozil-tRNA sintetazo (PDB 5USF, (95)) Poleg kontaktov, ki 
jih nanotelo vzpostavi preko vseh treh zank CDR, opazimo da ostanek Asn 74 iz zanke CDR 4 vzpostavi vodikovo vez 
s karbonilno skupino ostanka Gly 545. V interakcijo sta udeležena tudi ostanka Asp 73 in Ala 75, ki vzpostavita van 




Vprašanji, kako, če sploh, se epitop razlikuje od preostale površine antigena in kakšne so 
osnovne značilnosti prepoznave antigena, sta bili naslovljeni že v številnih študijah. 
Opazili so, da so epitopi v povprečju mesta na antigenu, ki so bolj hidrofilna, fleksibilna 
in bolj dostopna kot preostali deli antigena, često takšna mesta ''štrlijo'' stran od proteina 
(65, 96–98). V eni izmed zgodnejših študij so ugotovili, da utegnejo biti vezavna mesta 
klasičnih protiteles bolj komplementarna kot tista, ki so značilna za PPI (24). Nedavne 
študije kažejo na to, da se vezavna mesta klasičnih protiteles nahajajo na bolj ravnih 
odsekih na celokupno konveksno ukrivljeni vezavni površini, za katero je značilno, da 
vsebuje veliko zankastih struktur in le malo α-vijačnic ali β-ploskev (70–72). Zaradi take 
sestave so epitopi, ki jih prepoznajo klasična protitelesa bolj fleksibilna, kar lahko 
razberemo tudi iz višjega povprečnega B-faktorja površine epitopa (72, 96, 99).  V 
nasprotju s temi ugotovitvami smo v študiji, ugotovili, da so epitopi, ki jih prepoznajo 
nanotelesa povečini konkavna območja površine antigena, bogata z bolj urejenimi 
sekundarnimi strukturami, še posebej z β-ploskvami, in z manjšo vsebnostjo zankastih, 
fleksibilnejših struktur. V skladu s tem je tudi opažanje, da je v povprečju B-faktor epitopa 
nižji od tistega za celotno površino antigena. Glede na kemično sestavo je epitop težko 
razločiti od preostale površine, tako lahko tudi v literaturi zasledimo različna opažanja. 
(tabela 2) Rezultati naše analize kažejo, da so epitopi, ki jih prepoznajo nanotelesa, bolj 
bogata z aromatskimi aminokislinskimi ostanki, podobno kot epitopi, ki jih prepoznajo 
klasična protitelesa. Preostale skupine ostankov ali posamezni ostanki ne izstopajo po 
zastopanosti glede na celotno površino antigena. Medtem ko se klasična protitelesa vežejo 
na evolucijsko manj ohranjena območja (70, 71, 100), se nanotelesa v povprečju vežejo 
na bolj ohranjena območja. V neki študiji so opazili, da so epitopi, ki jih prepoznajo 
klasična protitelesa manj ohranjena ne glede na izvor antigena, bodisi je ta iz patogenega 
ali pa iz organizma z razvitim adaptivnim imunskim sistemom. Podatki za nanotelesa, ki 
smo jih preučili, kažejo na zanimivo razliko. Opazili smo namreč, da se na nanotelesa na 
ohranjena mesta na antigenih vežejo, v primerih ko ta izvira iz mikroorganizma ali virusa, 
medtem ko za antigene z drugačnim izvorom to navadno ne drži. Slednjo ugotovitev 
lahko najbrž delno razložimo s selekcijskim procesom imunskega sistema kamelida, ki 
mora zagotavljati imunsko toleranco (101). Imunski sistem kamelida mora v procesu 
negativne selekcije izločiti protitelesa, ki bi se lahko vezala na kakšno komponento 
gostiteljskega organizma (avtoimuna reakcija). V primerih, ko je bil za potrebe študije, 
kamelid imuniziran z antigenom, ki je po izvoru bližje kamelidom (npr. lama, ki so jo 
imunizirali z nekim človeškim antigenom), imunski sistem raje izbere protitelesa, ki se 
vežejo na bolj variabilna (manj ohranjena) območja na antigenu. Ena izmed značilnosti 
patogenih mikrobov in virusov, je konstantni beg pred prepoznavo s strani imunskega 
sistema gostitelja. Patogeni se zato stalno razvijajo, spreminjajo strukturo, kemizem 
svojih komponent. Imunski sistem kamelidov tako v primerih, ko gre za takšne 
organizme, raje izdela protitelesa, ki se vežejo na bolj ohranjene, skrite dele antigena. 
Taka izbira epitopov predstavlja očitno prednost, ki je zaradi posebnosti predstavljenih v 
študiji, značilna ravno za težkoverižna kamelidna protitelesa. Domnevo vsaj delno že 
potrjujejo uspehi nanoteles razvitih proti številnim patogenim organizmom (102–105) 
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(pregledna članka: (106, 107)).  
 
Tabela 2. Primerjava med nanotelesi in klasičnimi protitelesi. 
 klasična protitelesa nanotelesa 
lastnosti paratopa 




1050 Å2 ± 220 Å2 (68) 
22 ± 5 ostankov (68), 25 ostankov (85), 19 ostankov (108)  
760 Å2 ± 190 Å2 (več nepolarne površine) 





Trp, Asn, Tyr, His, Asp (89), + Arg (81, 90), + Arg, Ile (72) 
manj zastopani: 
Ala, Val, Leu, Pro, Lys, Gln (81), + Met (90), + Ser, Thr, Glu 
(72, 89) 
Obogatitev z aromatskimi ter manj polarnih in hidrofobnih 
ostankov 
Deleži ostankov po skupinah: polarni (0,4), aromatski (0,3), 
hidrofobni (0,1), nabiti (0,2) (68) 
bolj zastopani: 
Trp, Tyr, His, Phe, Ile, Val 
manj zastopani: 
Ser, Gln  
 
Obogatitev z aromatskimi ter manj polarnih 
ostankov 
Deleži ostankov po skupinah: polarni (0,5), 
aromatski (0,1), hidrofobni (0,2), nabiti (0,3) 
oblika Dobro definirana z kanoničnimi strukturami zank CDR (109) Strukturno raznolika, nekanonične 
konformacije zank CDR 1 in CDR 3 (86) 
vezanje preko 
regij non-CDR 
Včasih opažen pomemben prispevek k energiji vezanja 
(110) 
 
- pogosto (76 od 105 struktur v zbirki), 16% 
vseh interakcij 






600 – 1000 Å2 (70), 1110 ± 200 Å2 (68) 
15 ± 4 ostankov (89), 13 ± 3 ostankov (68), 17 ± 5 
ostankov (90), 22 ± 8 ostankov (74), 18 ostankov (108)  
750 ± 180Å2 
 




Ni znatnih razlik glede na preostalo površino antigena (84, 
89, 111) 
bolj zastopani: Tyr (72), + Trp (70) Asn, Arg, Pro, Lys 
(112) 
manj zastopani: Ala, Leu, Cys (72), + Val, Phe (112)  
Ni znatnih (statistično značilnih) preferenc za 
nobenega izmed aminokislinskih ostankov 
glede na celotno površino antigena 
- obogatitev s polarnimi in nabitimi ostanki, manj majhnih 
hidrofobnih ostankov (70, 89) 
- obogatitev s polarnimi in aromatskimi ostanki (74) 
- obogatitev z nabitimi in aromatskimi ostanki (razen Phe), 
manj alifatskih ostankov (72) 
Obogatitev z aromatskimi ostanki 
sekundarna 
struktura 




ravna, razbrazdana površina (70); ravna površina eliptične 
oblike (89) 




Višji od povprečja proteinskih površin, bolj fleksibilen 
epitop (99, 113, 114) 
Območja z nižjim B-faktorjem, epitop je manj 
fleksibilen, bolj rigiden 
Evolucijska 
ohranjenost 
Ostanki epitopa so manj ohranjeni (bolj variabilni) kot 
preostala površina antigena (70, 71, 100) 
Ostanki epitopa so bolj ohranjeni (manj 
variabilni) kot celotna površina antigena 
Interakcija 
afiniteta vezanja Sub-, nanomolarno območje Sub-, nanomolarno območje 
število 
kontaktov 
67 (68) 28 ± 9 
interakcijska 
površina 
2170±390 Å2 (68) , 1680 ± 260 Å2 (115), 1700 ± 500 Å2 
(90), od 1400 do 2300 Å2 (116), 1400 ± 500 Å2 (117) 
37 ostankov (108) 
1500 ± 340 Å2 
 





Manjša komplementarnost površin (24, 78) 
Primerljivo s PPI (ampak večji volumen praznin) (118) 
Med vezavnimi površinami številne medstične vode (81) 
Visoka komplementarnost površin (79, 80) 
Strukturne 
značilnosti 
- interakcija zanka-zanka (zanka CDR-topilu izpostavljene 
zanke na antigenu) (72) 
- interakcija zanka-ploskev 
- večina kontaktov preko stranskih skupin  
- večina interakcij preko CDR 3 
Kemična narava 
(preference) 
- majhne polarne, Arg in Gly znatno prispevata k vezanju 
(81)  
- aromatski ostanki paratopa nimajo specifičnih preference 
za ostanke epitopa (84) 
- hidrofobna ‘’interakcija’’ ni vodilna sila pri prepoznavi 
antigena s strani protitelesa (84) 
- manj hidrofobnih interakcij, vzpostavitev vodikovih vezi 
glavni prispevek k vezanju, interakcije, ki vključujejo 
elektronsko bogatimi sistemi z delokaliziranimi elektroni 
(ang. π-groups) (72) 
 
hidrofilni karakter 
- visoko število interakcij polarni-polarni in 
nabiti-nabiti  
- visoka interakcijska specifičnost za 
hidrofobne in aromatske ostanke 
















4.2 Strukturne in termodinamske osnove interakcije med IDP 
in globularnim proteinom 
 
4.2.1 Strukturne osnove interakcije med IDP in globularnim 
proteinom 
 
Konformacijo peptida HigA22-22 in njegovih mutant smo zasledovali z uporabo CD 
spektroskopije. Ta nam omogoča, da ocenimo delež sekundarne strukture, v kateri se 
nahaja opazovani peptid v raztopini. Signal (spekter) namreč zavzame značilno obliko 
glede na prisoten tip sekundarne strukture (α-vijačnica, β-ploskev, naključni klobčič) 
(slika 6, poglavje 3.2 Eksperimentalne metode). 
 
Spekter prostega antitoksina divjega tipa HigA22-22 (slika 20, črna črta) pri 25 °C zavzame 
obliko, ki kaže na nizko stopnjo urejenosti, izmerjeni spekter je podoben spektru 
naključnega klobčiča. Odsotnost značilnih vrhov pri 208 ter 222 nm in izrazit negativni 
vrh pri valovni dolžini okoli 200 nm, kažejo na to, da je antitoksin v prosti obliki pretežno 
nestrukturiran. Z uporabo empirične zveze (poglavje 3.2 Eksperimentalne metode) lahko 
heličnost prostega peptida ocenimo na podlagi eliptičnosti pri valovni dolžini 222 nm. 
Heličnost prostega peptida HigA22-22 pri 25 °C ocenjujemo na okoli 10 %. 
 
Mutacije vplivajo na konformacije peptidov.  
 
Spekter konformacijsko omejenih mutant - V+Q in A+S - kažejo izrazitejši značaj α-
vijačnice. Slednjega prepoznamo v izrazitejših vrhovih pri valovnih dolžin 222 nm ter 
208 nm in v odsotnosti negativnega vrha v okolici 200 nm (slika 20).  
 
Kovalentni povezovalec med dvema ostankoma v peptidu poveča heličnost antitoksina 
(V+Q – okoli 47 % in A+S – okoli 36 %, pri 25 °C). Povezovalec namreč omeji gibanje 
povezanih ostankov in tako olajša nastanek nukleacijskega jedra (trije zaporedni ostanki 
v stanju h), kar je sicer entropijsko zahteven korak (119). Razdalja med povezanima 
ostankoma – ločujejo ju trije vmesni ostanki – ustreza ravno enemu zavoju α-vijačnice, 
kar poveča možnost za vzpostavitev ustrezne vijačne geometrije in tvorbo vodikove vezi. 
Uvedba povezovalca deluje tudi tako, da zmanjša nabor torzijskih kotov (sterična ovira), 
ki jih lahko zasedeta povezana ostanka, in tako destabilizira stanje naključnega klobčiča 




Slika 20. CD spektri prostih peptidov: wt (črna), A+S (modra) in V+Q HigA22-22. 
 
Mutante z glicinskimi zamenjavami kažejo na CD spektru na še manjšo strukturiranost 
kot pri divjem tipu antitoksina HigA22-22 (slika 21). Spektri z naraščanjem števila 
zamenjav postajajo vse bolj podobni karakterističnemu spektru naključnega klobčiča. 
Glicinski ostanek v (poli)peptidih poveča fleksibilnost strukturnih segmentov, zato ga 
tudi redkeje najdemo v kristalnih strukturah v vijačnih segmentih (121–124). Glicinski 
ostanek, ki smo ga uvedli na mestu zamenjave, nima stranske skupine in tako v vijačni 
strukturi ne more vzpostaviti dodatnih interakcij preko stranskih skupin, kar še dodatno 





Slika 21. CD spektri prostih peptidov: wt (črna), 2G (modra), 4G (rdeča) in 6G (oranžna). 
Ob vezanju na toksin se HigA22-22 zvije v α-vijačnico. 
 
Prvi dokaz o zvitju intrinzično neurejenega dela antitoksina HigA ob vezanju na toksin 
HigB nam ponudi že kristalna struktura kompleksa HigAB (35) (slika 2). Zvitje 
antitoksina ob vezanju na toksin je razvidno tudi iz CD spektrov prostih in vezanih 
peptidov (slika 22). Spekter na toksin vezanega HigA22-22 ter njegovih mutant smo 
izračunali tako, da smo od spektra kompleksa antitoksin:toskin odšteli spekter prostega 
toksina pri enaki koncentraciji. Toksin namreč predstavlja globularno tarčo, ki se pri 
vezanju intrinzično neurejenega fragmenta iz HigA2 strukturno ne spremeni (sprememba 
sekundarne strukture). Sprememba eliptičnosti ob vezanju gre tako na račun zvitja 
antitoksina.  
 
Izračunan spekter vezanega stanja (slika 22) kaže na konformacijsko spremembo peptida 
pri vezanju. Spekter vezanega HigA22-22 in tudi konformacijsko omejenih mutant je bolj 
podoben karakterističnemu spektru za α-vijačnico z izrazitejšimi vrhovi v okolici 





Slika 22. CD spektri prostih, nevezanih peptidov (wt, A+S, V+Q) so prikazani s polnimi črtami. Izračunani spektri na 
toksin vezanih peptidov so prikazani s prekinjenimi črtami. 
Izračunani spekter nam zaradi izrazitejšega šuma sicer ne omogoča natančne določitve 
heličnosti vezanega peptida, zato smo heličnost vezanih peptidov oziroma spremembe 
heličnosti ob vezanju (Δα = αvezan-αnevezan) raje ocenili preko eksperimentov toplotnih 
denaturacij peptidov (merjenje temperaturne odvisnosti eliptičnost pri valovni dolžini 222 
nm).Temperaturna odvisnost eliptičnosti peptidov v vezanem in nevezanem stanju je 





Slika 23. Temperaturne odvisnosti eliptičnosti prostih in vezanih peptidov. S prekinjeno črto so prikazane spremembe 
eliptičnosti za peptid v vezanem stanju. S polnimi črtami so prikazane spremembe eliptičnosti v prostem, nevezanem 
stanju peptida. Eksperimentalni podatki so bili zglajeni s polinomom druge stopnje. 
 
Z uporabo parametričnih enačb (poglavje 3.2 Eksperimentalne metode) za preračun 
heličnosti smo izračunali spremembe heličnosti ob vezanju peptidov na toksin pri 
različnih temperaturah. Podatki so zbrani v spodnji tabeli (tabela 3). 
 
Tabela 3. Spremembe heličnosti (Δα) peptidov ob vezanju na toksin. 
T/Δα wt A+S V+Q 
5°C 0,87 0,53 0,29 
25°C 0,83 0,59 0,40 






4.2.2 Termodinamske osnove interakcije med IDP in globularnim 
proteinom 
 
4.2.2.1 Termodinamika sklopljenega procesa - asociacija 
 
Z uporabo ITC smo pridobili termodinamske parametre asociacije peptidov in toksina. 
Izmerjeni parametri asociacije se nanašajo na celoten, sklopljen proces vezanja in zvitja, 
saj se merjene toplotne efekte ne da razločiti na posamezne prispevke. Osnovna 
informacija, ki jo lahko pridobimo iz ITC eksperimentov je sproščena (eksotermen efekt) 
ali vezana (endotermen efekt) toplota, ki pri pogojih konstantne temperature in tlaka 
ustreza kar spremembi entalpije (ΔH). To lahko pri naših primerih določimo na modelno 
neodvisen način. Maksimalen signal (pri nizkih molskih razmerjih antitoksina in toksina 
- r) namreč predstavlja kar ΔH opazovanega procesa asociacije (vezanje + zvitje) pri 
merjeni temperaturi. Pri nizkih r se namreč zaradi velikega prebitka toksina v celici, nanj 
veže ves dodani antitoksin, kar pomeni, da je merjena toplota, normalizirana na množino 
dodatka peptida, kar enaka ΔHasociacija. Pri določitvi ΔHasociacija je potrebno upoštevati tudi 
druge toplotne (razredčilne) efekte, ki jih dobro ocenimo z meritvami pri visokih molskih 
razmerjih - r. Pri visokih r se namreč ob dodanem ligandu iz brizge, ta ne veže več na 
toksin, saj so vezavna mesta že zasedena. Merjeni efekti tako v glavnem predstavljajo 
toplotne efekte razredčevanja liganda iz brizge. Poleg razredčilnih toplotnih efektov 
lahko k meritvam toplotnih efektov v celici prispevajo še mešanje, neujemanje pufrov 
(celica, brizga), protonacijski efekti. Te smo zmanjšali v predpripravi ITC eksperimenta 
z izbiro ustreznih eksperimentalnih postopkov in pogojev – npr. izdatna dializa 
komponent, pufer z nizko ionizacijsko entalpijo (fosfatni pufer), izbira pH. Termogrami 
za vezanje peptidov na toksin so prikazani na spodnji sliki (slika 24). 
 
 
Slika 24. Termogrami za asociacijo HigA22-22 (divji tip) in konformacijsko omejenih mutant ter toksina HigB. Od leve 
proti desni si sledijo temogrami za divji tip (wt), A+S in V+Q HigA. Meritve so prikazane s točkami, prilagojena 




Interakcija peptida s toksinom je izrazito eksotermna (ΔH < 0). Pri vseh peptidih opazimo, 
da sprememba entalpije z naraščanjem temperature postaja vse bolj negativna (ΔCp < 0). 
Pri vseh termogramih opazimo trend manjšanja toplotnega izmerjenega toplotnega efekta 
v smeri: wt > A+S > V+Q. Ujemanje eksperimentalnih podatkov (točke) z modelom 
(polne črte) za vezanje 1:1  je dobro. Opazimo tudi, da je za krivulje značilen oster prehod 
pri r = 1, kar nam pove, da je interakcija peptida s toksinom izjemno močna. Izmerjene 
spremembe entalpij asociacij so zbrane v spodnji tabeli (tabela 4). 
 
Tabela 4. Izmerjene spremembe entalpije asociacije peptidov in toksina. 
T/ΔH [kcal mol-1] wt A+S V+Q 
5°C -20,5 -11,9 -10,1 
25°C -27,2 -19,0 -15,4 
42°C -34,1 -25,6 -22,1 
 
 
Opažena ''odsekana'' oblika ITC krivulj (slika 24) nam sicer omogoča natančno, modelno 
neodvisno določitev ΔH, ampak hkrati onemogoča natančnejšo določitev spremembe 
Gibbsove proste energije - ΔG, ki predstavlja merilo za afiniteto vezave. Pri prileganju 
modelne funkcije eksperimentalnim podatkom namreč opazimo, da pri določenem ΔH 
eksperimentalne podatke enako dobro opišemo z različnimi ΔG. 
 
 Določitev ΔG za asociacijo HigA22-22 in toksina HigB 
 
Kljub temu, da nosijo izmerjeni termogrami premalo informacije (majhna ukrivljenost 
krivulj) za natančno določitev ΔG, smo za primer vezanja divjega tipa antitoksina HigA22-
22 ΔG uspeli določiti preko kompetitivnega ITC eksperimenta. Po prehodnem nasičenju 
toksina z mutantnim peptidom 6G, za katerega je značilno šibko vezanje na toksin (K = 
4 x 106 M-1; slika 25a) smo z dobljenim produktom (kompleks 6G:Tox) izvedli še titracijo 
z divjim tipom HigA22-22. Zaradi tekmovanja divjega tipa antitoksina (močni vezalec) s 
peptidom 6G (šibki vezalec), katerega termodinamske parametre vezanja smo določili v 
predhodnem eksperimentu (K = 4 x 106 M-1, ΔH = -20,9 kcal mol-1, slika 25a), smo v 
kompetitivnem eksperimentu pridobili krivuljo, ki omogoča določitev ΔG asociacije 





Slika 25. Kompetitivni ITC eksperiment. a) Termogram asociacije peptida 6G (šibki vezalec) in toksina pri 25 °C. b) 
ITC krivulja kompetitivnega eksperimenta pri 25 °C, peptid 6G je v 5-kratnem prebitku glede na celotno koncentracijo 
toksina v celici. 
Ocenjena konstanta asociacije divjega tipa HigA22-22 in toksina HigB znaša pri 25 °C 
okoli 3 x 109 M-1, preračunano v spremembo Gibbsove proste energije okoli -13,0 kcal 
mol-1. 
 
Pridobljeni parametri sklopljenega procesa asociacije kažejo, da je interakcija divjega tipa 
antitoksina s toksinom močna in spremljana z ugodno spremembo entalpije. 
 
4.2.2.2 Termodinamika zvitja IDP v odsotnosti vezave 
 
Spremembo Gibbsove proste energije za prehod peptida iz stanja naključnega klobčiča v 
α-vijačnico smo ocenili z uporabo CD spektroskopije in teorijskega opisa 
eksperimentalnih podatkov, ki temelji na Lifson-Roigovem modelu. Z modelnim opisom 
talilne krivulje, ki podaja temperaturno odvisnost heličnosti, smo preko prileganja 
modelne funkcije eksperimentalnim podatkom pridobili vrednost propagacijskega 
parametra w pri referenčni temperaturi in določili ΔGch (prehod peptida iz stanja 
naključnega klobčiča v stanje polno zvite α-vijačnice) oziroma ΔGz (prehod peptida iz 
nevezanega v vezano stanje) . 
 
Primerjava eksperimentalnih podatkov s teorijskim opisom je mogoča na ravni merljive 
lastnosti peptida – heličnosti (α). Teorijski opis (LR model) definira heličnost preko 
razmerja števila ostankov, katerih torzijski koti so v območjih značilni za α-vijačnico 
(stanje h), ter maksimalnega števila ostankov, ki lahko s tvorbo vodikove vezi sodelujejo 
pri tvorbi vijačnice (NR-2 za neacetilirane, neamidatiran peptide). Eksperimentalno 
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heličnost določamo z uporabo CD spektroskopije preko izmerjene eliptičnosti pri valovni 
dolžini 222 nm, kjer se nahaja karakterističen signal za α-vijačnico (slika 6, poglavje 3.2 
Eksperimentalne metode). Heličnost na podlagi izmerjene eliptičnosti [Θ] določimo 




   [Θ]h –[Θ]c 
   (4.2.1) 
 
Za določitev heličnosti pri neki temperaturi moramo poznati temperaturno odvisnost 
molarne eliptičnosti za naključni klobčič ([Θ]c) in za stanje popolne α-vijačnice ([Θ]h). V 
literaturi lahko najdemo kar nekaj parametrizacij, ki podajajo temperaturno odvisnost 
stanja naključnega klobčiča in α-vijačnice. Odločili smo se, da parametrizacije smiselno 
prilagodimo obravnavanemu sistemu. Za stanje naključnega klobčiča smo tako uporabili 
temperaturno odvisnost eliptičnosti določeno za peptid 6G (enačba 4.2.2, slika 26– talilna 
krivulja s premico). Zaradi visoke vsebnosti glicinov predstavlja peptid 6G dober opis 
stanja naključnega klobčiča, kar je razvidno tudi že iz CD spektra (slika 21). 
 
[Θ]c = 2000 – 45t   (4.2.2) 
 
Temperaturna odvisnost eliptičnosti naključnega klobčiča se dobro ujame tudi z 
vrednostmi iz literature (125, 126). 
 




Za opis temperaturne odvisnosti eliptičnosti za popolno zvit peptid (α-vijačnica) smo 
uporabili parametrizacijo iz študije Rohl et.al. (125), a smo tej ustrezno prilagodili 
vrednost temperaturnega koeficienta. Temperaturno odvisnost eliptičnosti stanja α-
vijačnice smo določili tako, da smo od temperaturne odvisnosti eliptičnosti kompleksa 
HigAB odšteli signal, ki predstavlja temperaturno odvisnost eliptičnosti za prosti toksin. 
Opazili smo, da temperaturna odvisnost kaže ravno obraten trend (padanje eliptičnosti s 
temperaturo) kot pri literaturnih parametrizacijah (slika 27).   
 
 
Slika 27. Temperaturna odvisnost eliptičnosti peptida HigA22-22 v vezanem stanju. Enačba prilagojene premice: [Θ] = 
-33000 - 90t. t/°C. 
 
Ustreznost parametrizacije smo potrdili preko ujemanja heličnosti vezanega stanja s 
pomočjo eksperimentalnega podatka, ki nam ga ponudi kristalna struktura kompleksa 
(torzijski koti ostankov v kristalni strukturi –slika 29). Privzeli smo tudi, da se vezanemu 
peptidu heličnost s temperaturo ne spreminja drastično. V primeru uporabe 
parametrizacije, ki so jo uporabili v študiji Rohl et.al. (125), je heličnost vezanega stanja 
s temperaturo precej naraščala in presegla mejo 100 %, kar predstavlja fizikalno 
nesmiseln rezultat. Prilagojena parametrizacija, ki smo jo uporabili za opis stanja α-




[Θ]h = (−40000− 90t)  1 −
2,5
 
    (4.2.3) 
 
Potem ko smo prilagodili parametrizacije smo eksperimentalne podatke, ki smo jih 
pridobili pri CD eksperimentu, lahko pretvorili v temperaturno odvisnost heličnosti 
peptida, kar nam omogoča primerjavo s teoretičnim opisom preko prileganja modelne 
funkcije eksperimentalnim točkam in določitev termodinamskih parametrov zvitja. 
 
Modelna funkcija – LR model 
 
Zapis modelne funkcije v skladu z Lifson-Roigovim formalizmom izvira iz zapisa 
statistične vsote za obravnavani model peptida. Ta sestoji iz produkta matrik, ki vsebujejo 
parametra w in v (poglavje 1. Uvod). Ker nas zanimajo povprečne lastnosti za celotni 
peptid smo tega obravnavali kot homopolimer ter tako vsem ostankom (matrikam) 
pripisali enaka parametra w in v. Statistična vsota nam omogoča izluščiti nekatere 
ansambelske, povprečne lastnosti peptida. Iz analitičnega zapisa statistične vsote 
izrazimo povprečno število heličnih ostankov – takih, katerih torzijski koti ustrezajo 
stanju h in jim pripišemo statistično utež w (127). 
 
<  h >  =
 ln 
 ln 
   (4.2.4) 
 
Izraz 4.2.4 nam omogoča zapis heličnosti (α) peptida kot količnik povprečnega števila 





  R − 2
   (4.2.5) 
 
Dobljen izraz je tako funkcija parametrov w in v, ki pa sta mikroskopski konstanti za 
prehod ostanka iz stanja c v stanje h. Konstanto v navadno obravnavamo kot temperaturno 
neodvisno, njena majhna vrednost (v = 0,048) pa je posledica neugodnega 
(konformacijskega) entropijskega prispevka povezanega s fiksacijo prvih dveh ostankov 
v strukturi α-vijačnice (tvorba nukleacijskega jedra). 
 
Temperaturno odvisnost konstante w lahko izrazimo preko Gibbs-Helmholtzove zveze 
























   (4.2.7) 
 
Če privzamemo, da sprememba toplotne kapacitete (ΔCp) na obravnavanem 
temperaturnem intervalu ni funkcija temperature potem iz slednjih zvez po integriranju 





+ ∆ w,T0  1 −
T
T0
 + ∆  ,   T − T0 − T ln
T
T0
    (4.2.8) 
 
Zveza 4.2.8 opisuje odvisnost spremembe Gibbsove proste energije od temperature. 
Parametri, ki določajo odvisnost so ΔGw,T0, ΔHw,T0 in ΔCp,w. Zvezo lahko uporabimo pri 
analizi eksperimentalnih podatkov z Lifson-Roigovim modelom in s prilaganjem 
modelne funkcije eksperimentalno izmerjenim temperaturnim odvisnostim eliptičnostimi 
(heličnosti) pridobimo termodinamske količine, ki v enačbi nastopajo v obliki 
prilagodljivih parametrov. 
 
Parameter w, ki predstavlja mikroskopsko konstanto in nastopa kot prilagodljivi 
parameter v statistični vsoti LR modela za opisani sistem, povežemo s spremembo 
Gibbsove proste energije preko spodnje zveze. 
 
∆ w(T) = −RT ln     (4.2.9) 
 
Iz zvez 4.2.8 in 4.2.9 izrazimo temperaturno odvisnost parametra w. 
 
















   (4.2.10) 
 
Parametri ΔGw,T0, ΔHw,T0 in ΔCp nam omogočajo izračun parametra w in s tem tudi 
heličnosti (enačba 4.2.5). S prilagajanjem parametrov ΔGw,T0, ΔHw,T0 in ΔCp poskušamo 
kar najbolje opisati eksperimentalno krivuljo temperaturne odvisnosti heličnosti- α(T), ki 





Slika 28. Prikaz temperaturne odvisnosti heličnosti za peptid HigA22-22 (eksperimentalne točke) in najbolje prilagojene 
modelne funkcije (polna črta, LR model). 
 
Talilna (denaturacijska) krivulja v območju od 0 °C do 95 °C za peptid HigA22-22 kaže 
pričakovan trend manjšanja heličnosti z naraščanjem temperature (razvijanje peptida). 
(slika 28) Sprememba heličnosti v merjenem temperaturnem območju znaša okoli 6 % 
(0,12 pri 0 °C in 0,06 pri 95 °C). Eksperimentalne podatke dobro opišemo z LR teorijo, 
saj je ujemanje eksperimentalnih podatkov in prilagojene modelne funkcije dobro (χ2 = 
0,6 %). To nam omogoča pridobitev termodinamskih količin za zvitje peptida. Tako smo 
uspešno določili spremembo Gibbsove proste energije (ΔGw) za prehod ostanka iz stanja 




Proces zvitja lahko predstavimo kot ravnotežje med peptidom v stanju naključnega 
klobčiča (C) in stanjem polno zvite α-vijačnice (H).  
 
C ⇌ H  
 










   (4.2.11) 
 
Iz statistične termodinamike vemo, da je ravnotežna konstanta za takšno enostavno 
monomolekularno pretvorbo enaka razmerju statističnih vsot za stanji H in C. 
Vsakemu izmed stanj H in C torej pripišemo statistično vsoto, ki predstavlja vsoto po 
vseh stanjih sistema (možne konformacije peptida). Ovrednotenje statističnih vsot ZH in 
ZC nam omogoča izračun konstante Kch, preko katere nato enostavno določimo ΔGch. 
 
∆ ch= −   ln ch= −    
 H
 C
   (4.2.12) 
 
V stanju naključnega klobčiča se lahko posamezen ostanek nahaja bodisi v stanju c kot 
tudi v stanju h, pri čemer takšen ostanek ne sme tvoriti strukture α-vijačnice. Tema 
stanjema pripadata statistični uteži 1 (c) in v (h). Statistično vsoto za stanje naključnega 
klobčiča ZC lahko ocenimo s produktom (po vseh ostankih) vsote mikroskopskih 
konstant, ki opišejo posamezen ostanek v zaporedju. 
 
 C = (1 +  )(1 +  )(1 +  ) … (1 +  )(1 +  )(1 +  ) = (1 +  )     (4.2.13) 
 
 C = (1 + 0,048)   =  ,   
 
Stanje polno zvite α-vijačnice opišemo kot stanje zaporednih ostankov, katerih torzijski 
koti ustrezajo stanju h. Statistično vsoto za stanje polno zvitega peptida opišemo s 
produktom mikroskopskih konstant w, pri čemer je potrebno upoštevati, da dvema 
ostankoma v zaporedju pripada konstanta v (v2 – nukleacijska konstanta LR modela). 
 
 H =     …     =           (4.2.14) 
 
 H = (0,048) (1,06)   =  ,     
 





= + ,             
 
Pozitivna vrednost ΔGch kaže na to, da je samo zvitje peptida HigA22-22 pri T0 = 25 °C 
termodinamsko neugodno. Boljše razumevanje termodinamskih vzrokov neugodnosti 
zvitja peptida v α-vijačnico in molekularna interpretacija le-teh zahteva poznavanje tako 







Izračunana vrednost ΔGch  ustreza prehodu peptida iz stanja naključnega klobčiča (α = 0) 
v stanje popolno zvite α-vijačnice (α = 1). CD meritve kažejo, da je peptid HigA22-22 že 
v prosti obliki nekoliko strukturiran (heličnost okoli 0,10 pri 25 °C), kar je potrebno 
upoštevati tudi pri izračunu spremembe Gibbsove proste energije zvitja -  ΔGz. Slednja 
torej opiše prehod peptida iz predvezanega, prostega stanja v zvito stanje peptida 
vezanega na toksin HigB. Oceno za ΔGz lahko ob nekaterih predpostavkah, podobno kot 
prej pridobimo preko ovrednotenja statističnih vsot (LR model) za nevezan in vezan 
peptid. 
 
Statistična vsota za nevezano stanje – ZN - predstavlja vsoto po vseh stanjih sistema, ki 
smo jih zaobjeli z uporabo matričnega opisa, v katerih se nahajata karakteristični 
konstanti v in w (poglavje 1. Uvod). V nevezanem (prostem) stanju so peptidu dostopna 
vsa stanja, ki jih zaobjame matrični zapis statistične vsote. Ker smo pri eksperimentu 
toplotne denaturacije peptida HigA22-22 uspešno pridobili parameter w (w = 1,06 pri 
25 °C), lahko sedaj statistično vsoto nevezanega stanja tudi izračunamo z uporabo enačbe 
1.7 (poglvje 1. Uvodi), pri čemer za parameter v privzamemo vrednost v = 0,048. 
 
 N = [0, 0, 0, 1]   
1,06 0,048 0 0
0 0 1 1
0,048 0,048 0 0










Statistično vsoto za vezano stanje (V) bomo ocenili s pomočjo kristalne strukture (PDB 
5JAA, slika 2). Analiza torzijskih kotov aminokislinskih ostankov (konformacij) v 
vezanem stanju je prikazana na spodnji sliki (slika 29). Pri analizi smo se poslužili 




Slika 29. Analiza konformacij ostankov peptida HigA22-22 v vezanem stanju glede na kristalno strukturo kompleksa 
HigAB (PDB 5JAA,slika 2). 
Ob predpostavki, da je vezano stanje rigidno, nefleksibilno – in tako edino razpoložljivo 
stanje sistema, lahko statistično vsoto vezanega, zvitega peptida izrazimo preko produkta 




 V = 1       1  =        = (0,048) (1,06)   =  ,     
 
Z izračunanima statističnima vsotama, lahko sedaj izračunamo konstanto Kz = (ZV/ZN) pri 
25 °C in pripadajočo spremembo Gibbsove proste energije - ΔGz. 
 
∆ z= −RT ln z= −RT  
0,0055
0,989
= + ,             
 
Pozitivna vrednost ΔGz spet kaže na termodinamsko neugodnost zvitja pri danih 
eksperimentalnih pogojih. Vrednost ΔGz je manjša od ΔGch, kar je pričakovan rezultat, saj 
je peptid v nevezanem stanju že nekoliko strukturiran kar termodinamsko olajša prehod 
v zvito stanje. 
 
Enačba 4.2.10, ki opisuje temperaturno odvisnost parametra w in tako določa obliko 
teoretične krivulje α(T), v principu omogoča prilagajanje in določitev treh prilagodljivih 
termodinamskih parametrov – ΔGw, ΔHw in ΔCP, a izkaže se, da eksperimentalne točke 
nosijo premalo informacije za natančno določitev vseh parametrov. Za prehode vijačnica-
naključni klobčič (ang. helix-coil) so namreč značilne položne denaturacijske krivulje z 
majhno ukrivljenostjo. Take krivulje žal ne omogočajo natančne določitve ΔHw kot tudi 
ne ΔCp,w. Pri določenem ΔGw lahko namreč eksperimentalne podatke enako dobro 
opišemo s širokim naborom ΔHw in ΔCp,w. 
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4.2.2.3 Termodinamika zvitja in vezanja - razčlenitev ΔH 
 
V nadaljevanju bomo poskusili povezati strukturne informacije o zvitju peptida ob 
vezanju na toksin - Δα, ki smo jo pridobili iz meritev eliptičnosti oz. heličnosti peptidov 
(CD),  in spremembe entalpij za sklopljen proces (celokupna sprememba entalpije) – ΔH- 
določenih z ITC (slika 30). 
 
Slika 30. Shema povezave izmerjenih razlik v spremembah entalpije za asociacijo peptidov in toksina (ITC) ter 
strukturnih sprememb, ki spremljajo vezanje (CD). 
 
Termodinamski model za določitev ločenih prispevkov zvitja in vezanja 
 
Osnovni problem sklopljenosti procesov zvitja in vezanja je, da nam eksperimentalne 
metode ne omogočajo časovne razločitve procesov, saj se ta dva zgodita praktično 
sočasno. Čeprav sta procesa sklopljena, pa ju lahko vsaj na ravni termodinamskega opisa 
obravnavamo ločeno. Opraviti imamo namreč s termodinamskimi funkcijami stanja (H, 
S, G, Cp), katerih spremembo določata le razlika med začetnim in končnim stanjem 
sistema. Spremembo neke termodinamske lastnosti asociacije peptida (ΔF) lahko tako 
opišemo s spodnjo enačbo. 
 
Δ  =  Δ v +  Δ z   (4.2.15)                    
 
,kjer F predstavlja eno izmed termodinamskih funkcij stanja: Gibbsovo prosto energijo 
(G), entalpijo (H), entropijo (S) ali toplotno kapaciteto (CP). Indeksa ''z'' in ''v'' označujeta 
ločena prispevka zvitja oziroma vezanja. Ločitev termodinamskih prispevkov zvitja in 







Slika 31. Shematski prikaz ločitve termodinamskih prispevkov za vezanje (ΔFv) in zvitje (ΔFz). Z rdečo je označen 
peptid, ki se ob vezanju na toksin (modra) zvije v α-vijačnico. 
 
Ker smo ΔGz že uspešno pridobili z modelnim (LR) opisom talilne krivulje prostega 
peptida, smo se pri nadaljnjem opisu osredotočili na razčlenitev entalpijskih prispevkov.  
Celokupno spremembo entalpije asociacije torej ločimo na dva prispevka (vezanje in 
zvitje): 
 
Δ (T,peptid) = Δ v (T,peptid) +  Δ z (T,peptid)   (4.2.16) 
 
ΔH predstavlja celokupno spremembo entalpije ob vezanju antitoksina (divji tip, mutante) 
na tarčo in jo lahko izmerimo z ITC. Izmerjena ΔH je funkcija tako temperature kot tudi 
samega peptida. ΔHz predstavlja spremembo entalpije ob vezanju peptida na toksin in je 
odvisen od količine za katero se peptid ob vezanju na toksin zvije - Δα. ΔHz lahko tako 
izrazimo preko linearne zveze ΔHch, ki predstavlja spremembo entalpije za prehod iz 
popolno razvitega stanja (α = 0) v stanje polno zvite vijačnice (α = 1), in izmerjene 
spremembe heličnosti ob zvitju – Δα (αvezan - αnevezan). 
 




Enačbo lahko razvijemo, tako da temperaturno odvisnost entalpije vezanja in zvitja 
izrazimo z integriranim Kirchhoffovim zakonom ob predpostavki temperaturne 
neodvisnosti toplotne kapacitete na merjenem temperaturnem območju. Dodatno 
upoštevamo, da uvedene razlike (mutacije) lahko spremenijo termodinamske lastnosti, 
zato uvedemo člen ΔΔHT0, ki opiše morebitna odstopanja v spremembi entalpije zvitja in 
vezanja pri referenčni temperaturi T0. 
 




Zapisano enačbo (enačba 4.2.18) poenostavimo ob predpostavkah, da so parametri 
ΔΔHv,T0, ΔΔHz,T0 in  ΔCp,ch enaki 0. Predpostavka se nam zdi upravičena, saj so bili 
peptidi skonstruirani tako, da naj ne bi vplivali na interakcijo med zvitim peptidom in 
toksinom (poglavje 3.2 Eksperimentalne metode). Prav tako ne pričakujemo, da bi 
uvedena mutacija znatno vplivala na ΔHch, saj sta bila v zaporedju peptida zamenjana 
zgolj dva aminokislinska ostanka. Uvedba kovalentnega povezovalca naj bi vplivala 
predvsem na veliko entropijsko bariero, ki jo predstavlja tvorba nukleacijskega jedra. 
 
Temperaturno odvisnost spremembe entalpije vezanja (ΔHv) podaja parameter toplotne 
kapacitete - ΔCp,v. Izraz lahko ob zgoraj naštetih predpostavkah preoblikujemo v končni 
izraz modelne funkcije. 
 
Δ  − Δ p,v (T − T0) = Δ v,T0+ Δ ch,T0 Δα   (4.2.19) 
 
Izpeljana enačba 4.2.19 vsebuje na levi strani merjeno celotno entalpijo (sklopljen proces) 
- ΔH (ITC meritev) zmanjšano za faktor ΔCp,v (T-T0), ki podaja temperaturno odvisnost 
spremembe entalpije vezanja. Na desni strani enačbe ΔHv,T0  predstavlja konstantni člen, 
ki podaja spremembo entalpije vezanja pri referenčni temperaturi T0. Produkt  ΔHch Δα 
pa predstavlja prispevek k ΔH, ki je posledica zvitja peptida ob vezanju na toksin (ΔHz). 
 
Izpeljana enačba predstavlja linearno zvezo med merjenimi entalpijami zmanjšanimi za 
faktor njihovih temperaturnih odvisnosti (ΔCp,v(T-T0)) -leva stran enačbe- in merjenimi 





Slika 32. Shematski prikaz modelne premice za določitev ločenih prispevkov ΔH – zvitja (ΔHch) in vezanja (ΔHv). S 
točkami so predstavljeni ''eksperimentalni'' podatki s polno črto pa modelna prilagojena premica. 
Shematsko lahko zvezo predstavimo v obliki grafa premice (slika 32). Izpeljana zveza 
nam omogoča določitev termodinamskih količin v enačbi, ki v njej nastopajo v obliki 




Za določitev ΔHch,T0 in ΔHv,T0 z izpeljano linearno zvezo moramo poznati še toplotno 
kapaciteto, ki spremlja vezanje peptida na toksin - ΔCp,v. To lahko dobro ocenimo z 
uporabo empirično izpeljanih empiričnih korelacijskih zvez, ki temeljijo na poznavanju 
sprememb topilu dostopne površine ob vezanju. Z analizo kristalne strukture kompleksa 
HigAB in določitvijo sprememb topilu dostopnih površin ob vezanju ter uporabo 
empiričnih zvez (poglavje 3.2 Eksperimentalne metode) smo določili ΔCp,v, ta znaša okoli 
-300 cal mol-1K-1 (65). 
 
Z določenim ΔCp,v ter izmerjenimi ΔH in Δα lahko sedaj skonstruiramo graf, ki prikazuje 
odvisnost sprememb entalpij zmanjšanjih za faktor ΔCp,v(T-T0) in sprememb heličnosti 





Slika 33. Ločitev prispevkov ΔH za zvitje in vezanje. a) Prikaz ujemanja modelno izračunanih ΔH ter izmerjenih ΔH. 
Točke, ki ležijo na diagonali kažejo na popolno ujemanje modelno izračunanih in eksperimentalnih ΔH. b) Prikaz 
odvisnosti sprememb entalpij zmanjšanih za faktor ΔCp,v(T-T0) v odvisnosti od sprememb heličnosti ob vezanju na 
toksin. Eksperimentalne točke so predstavljene s točkami, najbolje prilagojena premica pa s polno črto. 
Na sliki 33b je prikazana premica, ki je bila prilagojena eksperimentalnim podatkom. 
Ujemanje med izračunanimi in eksperimentalno določenimi entalpijami je dokaj dobro 
(χ2, red = 6%, slika 33b). Strmina premice, ki predstavlja ΔHch, znaša -24,5 kcal mol-1. 
Presečišče premice z ordinato (Δα = 0) nam poda tudi informacijo o ΔHv,T0, ta znaša -6,1 
kcal mol-1. Dokaj dobro ujemanje med modelno izračunanimi in izmerjenimi entalpijami 
je razvidno tudi iz slike 33b. Sipanje točk bi lahko pripisali predvsem eksperimentalnim 
napakam ITC ter CD meritev. Največji izvor napake najbrž izvira iz napak pri določanju 
koncentracij peptidov in proteinov ter napak pri pipetiranju majhnih volumnov. Obe 
uporabljeni eksperimentalni metodi (CD spektroskopija, ITC) sta namreč zelo občutljivi 
na napake pri določitvi koncentracij merjenih komponent. 
 
S prilagoditvijo premice smo uspeli določiti spremembo entalpije za prehod peptida iz 
stanja naključnega klobčiča (α = 0) v popolno zvito stanje α-vijačnice (α = 1). 
 
 
∆ ch= −  ,             
 
Eksperimentalno določena entalpija zvitja ustreza teoretičnemu opisu prehoda iz popolno 
stanja naključnega klobčiča v popolno zvito stanje α-vijačnice (hhh…hhh). Ker sta dva 
izmed ostankov nekompenzirana s tvorbo ugodnih interakcij (npr. vodikova vez, 
interakcije med stranskimi skupinami), določena sprememba entalpije opiše interakcije 
NR-2 ostankov. Spremembo entalpije zvitja za prehod ostanka iz stanja naključnega 










= − ,             
 
Negativna vrednost spremembe entalpije zvitja odraža ugodne interakcije (sprememba v 
potencialni energiji interakcij) za prehod ostanka v α-vijačnico. Izmerjena sprememba 
entalpije odraža več strukturnih in energijsko pomembnih efektov. Ti vključujejo tako 
tvorbo vodikove vezi preko glavne peptidne verige in pretrganje vodikovih vezi z vodo, 
kot tudi interakcije med stranskimi skupinami ostankov. Pri zvitju peptida pride tudi do 
reorganizacije molekul topila v okolici peptida, kar vpliva na solvatacijo peptidne vezi, 
ki tudi pomembno (entalpijsko) prispeva k stabilnosti α-vijačnice (42).  
 
Izračunajmo še izmerjeni prispevek ΔHz za divji tip antitoksina HigA22-22, ki upošteva 
delež zvitja ob vezanju (Δα) pri 25 °C (tabela 3). 
 
  z=   ch   = (−24,5   0,83)            = −  ,             
 
Dobro ujemanje med modelno določenima spremembama entalpijama vezanja in zvitja 
in eksperimentalno (ITC) določitvijo spremembe entalpije asociacije HigA22-22 in toksina 
HigB je razvidno tudi na sliki 34.  
 
Slika 34. Primerjava izmerjene (ITC) spremembe entalpije asociacije HigA22-22 in toksina HigB [ΔH = -27,2 kcal 





Opisani model razčlenitve prispevkov entalpij je možno tudi razširiti z vpeljavo novih 
parametrov, za katere smo prej predpostavili nično vrednost. Tako lahko denimo v 
modelu ΔHch obravnavamo kot funkcijo temperature in podobno kot prej za vezanje 
spremembo entalpije izrazimo z integriranim Kirchhoffovim zakonom - Δ  ℎ,T=
Δ ch,T0 +ΔCp,ch(T − T0). 
 
Razširjeni model tako zapišemo v obliki sledeče enačbe. 
 
Δ  − Δ p,v (T − T0) = Δ v,T0+ [Δ ch,T0 +ΔCp,ch(  − T0)]Δα 
 
 
Ugotovili smo, da razširitev modela z vpeljavo temperaturne odvisnosti za ΔHch (ΔCP,ch) 
ne izboljša opisa eksperimentalnih podatkov. Razširitev z dodanim parametrom ΔCP,ch 
sicer vodi h kompleksnejšemu modelu, ki pa ne nudi dosti boljšega opisa kot enostavnejši 
model (brez ΔCP), zato uvedba dodatnega parametra ni upravičena. 
 
ΔCP za zvitje tako v okviru obravnavanega modela nismo uspeli določiti. Razlogov za to 
je lahko več. Bodisi je ta v obravnavanem modelnem sistemu premajhen ali pa je 
eksperimentalna napaka izmerjenih količin prevelika. Ob velikem sipanju 
eksperimentalnih točk ne moremo iz eksperimentalnih točk pridobiti dodatnih informacij. 
Omenimo še, da sta parametra ΔCp,v in ΔCp,ch precej korelirana, zato bi lahko napaka, ki 
jo naredimo pri določitvi ΔCp,v onemogočila določitev ΔCp,ch, za katerega pa tudi sicer 
glede na pretekle študije pretežno polialaninskih peptidov ne pričakujemo velike 
vrednosti (41, 129).  
4.2.2.4 Razčlenitev standardnih termodinamskih parametrov (ΔG, ΔH, ΔS) zvitja in 
vezanja  
Določeni standardni termodinamski parametri, ki smo jih dobili pri analizi ITC meritev 
(ΔG, ΔH za sklopljen proces) nam skupaj z določenima ΔGz ter ΔHz in ΔHv sedaj preko 
standardnih termodinamskih zvez omogočajo določitev preostalih standardnih 
termodinamskih parametrov ter končno razčlenitev standardnih termodinamskih 








Za vsak izmed treh navidezno ločenih procesov (slika 31) lahko izrazimo standardno 
81 
 
termodinamsko zvezo, ki podaja zvezo med spremembo Gibbsove proste energije, 
entalpije in entropije. 
 
Sklopljen:     =      −    Δ  
Zvitje:    z=    z  −    Δ z 
Vezanje: Δ v =    v  −    Δ v 
 
S kalorimetričnimi in spektropolarimetričnimi meritvami smo se že uspešno dokopali do 
količin, ki so v gornjih enačbah označene s krepkim tiskom. Preostane nam še preprost 
izračun preostalih. 
 
Z izmerjenimi ΔG, ΔH za sklopljen proces lahko neposredno izračunamo spremembo 






 −27,2 − (− 13,0)  kcal mol  
298,15 K
= − ,                 
 
Prispevek –TΔS pri 25 °C tako znaša +14,2 kcal mol-1 in kaže na neugoden prispevek 
spremembe entropije k celotnemu procesu.  
 
Z modelnim opisom talilne krivulje smo uspeli pridobiti ΔGz za zvitje. Povezava 
spektropolarimetričnih podatkov za zvitje mutant ter kalorimetričnih podatkov (premica) 
nam je omogočila določitev ločenih entalpijskih prispevkov za vezanje in zvitje – ΔHv, 
ΔHz . Za popolno razčlenitev nam tako preostane zgolj še enostaven izračun prispevka 
ΔG za vezanje ter entropijskih prispevkov vezanja in zvitja, ki jih izrazimo iz zgoraj 
zapisanih termodinamskih zvez.  
 
Δ v = Δ  − Δ z= (−13,0 − 3,1) kcal mol   = −  ,             
 
 −    Δ z= ∆ z− ΔHz=  +3,1 − (− 20,3)  kcal mol   = +  ,             
 
−   Δ v = ∆ v − ΔHv =  (− 16,1) − (− 6,1) kcal mol   = −  ,             
 
 
Končna razčlemba prispevkov je prikazana tudi grafično s stolpčnimi diagramom (slika 






Slika 35. Razčlenitev standardnih termodinamskih prispevkov vezanja in zvitja pri temperaturi T = 298,15 K (25 °C). 
 
Ločeni standardni termodinamski prispevki nam nudijo vpogled v termodinamske 





Zvitje antitoksina je termodinamsko neugodno (ΔG > 0) zaradi neugodnega entropijskega 
prispevka, ki je ga v glavnem lahko pripišemo spremembi konformacijske entropije 
ostankov za prehod iz bolj ugodnega stanja naključnega klobčiča v konformacijsko 
omejeno okolje α-vijačnice. Kljub velikemu neugodnemu entropijskemu prispevku je ta 
vseeno dodobra kompenziran z ugodno spremembo entalpije (ΔH < 0), zato je stanje 





Vezanje je termodinamsko precej ugoden proces (ΔG < 0). Naši rezultati kažejo, da je 
vezanje tako ugodno zaradi ugodnega entropijskega (-TΔS < 0) kot tudi entalpijskega 
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prispevka (ΔH < 0). Entropijski prispevek vezanja lahko pripišemo izdatni desolvataciji 
hidrofobnih površin v vezavnem mestu (hidrofobni efekt). Izračun spremembe topilu 
dostopne površine ob vezanju (ΔASA) je namreč pokazal, da je vezavna površina 
pretežno nepolarna (1100 Å2,  62% celotne zakopane površine). Entalpijski prispevek 
povezujemo z vzpostavitvijo specifičnih interakcij med ostanki, ki pomembno določajo 
specifičnost prepoznave. 
 
Sklopljen proces - asociacija: 
 
Celokupno je sklopljen proces vezanja in zvitja termodinamsko ugoden, interakcija je 
močna (ΔG = -13 kcal mol-1, visoka afiniteta). Rezultati razčlenjenih prispevkov kažejo, 
da je asociacija vodena predvsem z ugodnima entalpijskima prispevkoma zvitja in 
vezanja. H kompenzaciji neugodnega entropijskega prispevka zvitja pa pomembno 
prispeva tudi ugodna sprememba entropije vezanja, ki odraža hidrofobni značaj 





DISKUSIJA – interakcija IDP z globularnim proteinom 
 
V drugem delu magistrskega dela smo uspeli eksperimentalno razčleniti prispevke zvitja 
in vezanja intrinzično neurejenega peptida iz antitoksina HigA2 na toksin HigB2. 
Razčlenitev standardnih termodinamskih prispevkov vezanja in zvitja je bilo mogoče 
zaradi uporabe kombiniranega eksperimentalnega strukturno-termodinamskega pristopa, 
teorijskega opisa in uporabe posebno dizajniranih mutantnih peptidov. 
 
Strukturno smo interakcijo okarakterizirali z uporabo CD spektroskopije in pri tem 
pridobili podatke o heličnosti vezanega in prostega stanja peptida HigA22-22, iz katerih 
smo lahko izračunali njuno razliko - Δα. Iz teoretičnega opisa talilne krivulje 
(temperaturna odvisnost eliptičnosti) za divji tip HigA22-22 smo pridobili ΔGw in 
izračunali ΔGz, ki podaja spremembo Gibbsove proste energije za prehod peptida iz 
nativnega stanja v vezano stanje na toksinu, ki zavzame strukturo α-vijačnice. Ker je 
modelna (LR model) določitev entalpije nezanesljiva (majhne spremembe heličnosti na 
širokem temperaturnem intervalu), smo entalpijske prispevke ločili preko povezave 
strukturnih in termodinamskih razlik med mutantami, ki jih opiše izpeljani model. 
 
Glede na postavljeni model ločitve entalpijskih prispevkov za zvitje in vezanje smo uspeli 
pridobiti ocene velikosti ΔHz in ΔHv v opazovanem modelnem sistem interakcije 
intrinzično neurejenega fragmenta HigA22-22 ter toksina HigB. Rezultati študije v 
magistrskem delu predstavljajo sploh prvo takšno eksperimentalno oceno za ΔHz (ΔHch) 
za naravni peptid. Dosedanje ocene spremembe entalpije zvitja, ki so jih uspeli izmeriti, 
namreč izvirajo iz modelnih sistemov, ki v glavnem temeljijo na umetno dizajniranih 
peptidih z visoko vsebnostjo alaninskih ostankov, ki znatno olajšajo zvitje peptida. Pri 
naši metodi smo uspešno izkoristili lastnost intrinzično neurejenega peptida, da ob 
vezanju zavzame strukturo α-vijačnice, kar nam je omogočilo tako dober teoretičen opis 
v okviru statistično termodinamske teorije prehoda α-vijačnice v naključni klobčič 
(Lifson-Roigov model) kot tudi eksperimentalno strukturno karakterizacijo interakcije, ki 
smo jo nato z razvitim termodinamskim modelom povezali še s termodinamskimi 
meritvami. 
 
Spremembo entalpije zvitja  je kalorimetrično težko izmeriti, zato je tudi v literaturi najti 
relativno malo ocen (42). Eksperimentalno se problemi pojavijo pri izbiri modelnega 
sistema, teoretični problemi pa se tičejo ustreznega opisa eksperimentalnih podatkov in 
zanesljive določitve termodinamskih parametrov. Kljub temu je raziskovalcem in 
raziskovalkam uspelo postaviti nekaj domiselnih modelov, ki so omogočili določitev 
spremembe entalpije za prehod ostanka iz stanja naključnega klobčiča v α-vijačnico. 
Ocene za ΔH za prehod ostanka iz stanja naključnega klobčiča v α-vijačnico se gibljejo 
med -0,9 in -1,3 kcal mol-1ost.-1 (130–136). Če upoštevamo še eksperimentalne napake 
so vrednosti najbrž primerljive z oceno, ki smo jo pridobili v magistrskem delu (ΔHch = -
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1,4 kcal mol-1 ost.-1), pri čemer naša ocena očitno leži na zgornji meji. Nekoliko višja ΔHch 
med drugim najbrž odraža razlike v modelnih sistemih. V peptidih bogatih z alaninskimi 
ostanki, ti so bili mnogokrat uporabljeni kot modelni sistem, lahko pričakujemo manj 
interakcij preko stranskih skupin – saj metilna skupina alanina v α-vijačnici ne tvori 
interakciji s stranskimi skupinami sosednjih aminokislinskih ostankov (137). Zvitje 
naravnega peptida je tako lahko dodatno entalpijsko stabilizirano z vzpostavitvijo 
ugodnih interakcij v zvitem stanju vijačnice. Te se lahko vzpostavijo med stranskimi 
skupinami ostankov v α-vijačnici, ki so v prostoru blizu skupaj (i->i+3 in i->i+4 
interakcije) in so skoraj vedno stabilizirajoče (na nivoju ΔG) (138, 139). Ker imajo 
intrinzično neurejeni proteini višji delež polarnih in nabitih ostankov bi lahko bile take 
interakcije tudi entalpijsko ugodne (polarni kontakti), kar bi vsaj delno razložilo določeno 
visoko vrednost ΔHch. 
Pomemben prispevek k termodinamiki zvitja peptida v α-vijačnico predstavlja tudi 
solvatacija peptidne vezi (140, 141). Ocene za spremembo entalpije ostanka pri prehodu 
v α-vijačnico so v polialaninskih modelnih sistemih določili tako, da so na izbrano mesto 
na peptidu uvedli mutacijo in uvedli želeni aminokislinski ostanek – ang. host-guest (41, 
137). Študije so pokazale, da v strukturi α-vijačnice stranska skupina ostanka ne vpliva 
zgolj na solvatacijo lastne peptidne vezi, ampak tudi na sosednje ostanke (senčenje) (140, 
142). Ker alanin s svojo majhno metilno stransko skupino šibko senči sosednje peptidne 
skupine ostankov, uvedbo aminokislinskega ostanka spremlja izdatnejša desolvatacija 
okoliških peptidnih vezi (42, 141). Slednje pa onemogoča zanesljivo primerjavo s 
spremembo entalpije, ki smo jo določili za naravni peptid. 
 
Poznavanje ločenih entalpijskih prispevkov vezanja in zvitja, nam je omogočilo 
razčlenitev drugih standardnih termodinamskih količin, ti nam podajajo boljši vpogled  v 
gonilne sile vezanja in zvitja ter možnost molekularne interpretacije opazovanega 
procesa. Rezultati kažejo, da je ugodno vezanje intrinzično neurejenega peptida gnano z 
ugodnimi spremembami entalpij zvitja in vezanja. Pomemben termodinamsko ugoden 
prispevek predstavlja tudi sprememba entropije ob vezanju, ki jo lahko povežemo z 
desolvatacijo pretežno nepolarne površine v vezavnem mestu. Do podobnih zaključkov 
in razčlenitev so prišli tudi pri študiji TA modula ccdAB v Drobnak et. al. (143),  kjer je 





V magistrskem delu smo z obsežno bioinformatsko analizo opisali interakcijo med 
nanotelesi in antigeni. Opis predstavlja dobro osnovo za študij interakcij med 
globularnimi proteini, za katere je značilna visoka komplementarnost vezavnih površin 
in zanemarljive konformacijske spremembe partnerskih molekul ob vezanju. Strukturne 
značilnosti interakcije, ki smo jih pridobili z analizo velike podatkovne zbirke kristalnih 
struktur, nam nudijo natančen vpogled v naravo vezanja nanoteles. Primerjava z drugimi 
študijami interakcij protiteles z antigeni je pokazala na nekatere splošnejše lastnosti in 
tudi posebnosti vezanja nanoteles. Posebej smo v magistrskem delu raziskali in izpostavili 
območja nanotelesa, ki sodelujejo pri vezanju antigenov, ampak ležijo zunaj območij 
CDR (interakcije non-CDR). Pokazali smo, da lahko takšne interakcije pri nanotelesih 
znatno prispevajo k prepoznavanju antigenov. Z natančno analizo kemijske sestave 
površin nanoteles in antigenov ter primerjavo s sorodno interakcijo med klasični 
protitelesi in antigeni smo podali  nekaj razlogov, ki razlagajo, zakaj nanotelesa, kljub 
svoji majhni velikosti, uspejo vezati na antigene z visoko afiniteto. 
Predstavljena študija strukturnih in termodinamskih lastnosti nanoteles bo lahko 
omogočila boljše načrtovanje zdravilnih učinkovin, ki bodo osnovana na nanotelesih. V 
prihodnosti želimo opažene strukturne lastnosti vezanja nanoteles bolje povezati z 
izmerjenimi termodinamskimi količinami. 
V drugem delu magistrskega dela smo preučevali strukturne in termodinamske lastnosti 
vezanja intrinzično neurejenega dela proteina na globularno tarčo. Dober model takšne 
interakcije predstavlja vezanje intrinzično neurejenega fragmenta antitoksina HigA na 
toksin HigB. Z uporabo kombinacije eksperimentalnih tehnik spektropolarimetrije in 
izotermne titracijske kalorimetrije ter teorijskega opisa smo uspeli z modelsko analizo 
eksperimentalnih podatkov razčleniti prispevke vezanja in zvitja. Rezultati magistrskega 
dela podajajo prve ocene spremembe entalpije zvitja za realni, intrinzično neurejeni 
peptid. Eksperimentalna razločitev prispevkov zvitja in vezanja intrinzično neurejenega 
peptida na globularno tarčo nam je omogočila molekularno interpretacijo sklopljenega 
vezanja in zvitja. 
Študija vezanja intrinzično neurejenega peptida na globularen protein bo prispevala k 
razumevanju termodinamskih gonilnih sil asociacije antitoksina, ki jo spremljata 
sklopljena procesa vezanja in zvitja. Razvita metoda omogoča eksperimentalno 
razčlenitev standardnih termodinamskih prispevkov tudi za druge podobne sisteme, kjer 
se IDP ob vezanju zvije v strukturo α-vijačnice. Pridobitev novih eksperimentalnih 
razčlenitev standardnih termodinamskih prispevkov bo omogočila še boljši vpogled v 
naravo in mehanizem sklopljenega procesa zvitja in vezanja. Take informacije bodo 
dragocene, saj lahko morda razkrijejo nekatere splošnejše značilnosti, zakonitosti 
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Tabela 5. Zbrani podatki uporabljeni pri analizi termodinamskih lastnosti interakcije nanotelo:antigen, analizi B-
faktorja, analizi evolucijske ohranjenosti površin. 
 
